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Résumé

Depuis plusieurs dizaines d’années, I'incidence du diabéte de type 2 est en forte augmentation
et son apparition est de plus en plus précoce. Parallelement, le nombre de substances
chimiques présentes dans l'environnement, contaminant par conséquent les organismes
vivants, dont ’'Homme, a fortement augmenté. Or, de nombreuses substances chimiques ont
montré lors d’études effectuées en laboratoire qu’elles pouvaient interagir avec le
métabolisme du glucose et potentiellement favoriser le diabéte de type 2. La preuve du lien
entre les perturbateurs endocriniens et le diabéte de type 2 chez 'Homme doit étre apportée
par des études épidémiologiques. Cependant, les résultats de la littérature demeurent pour

I'instant incohérents.

Lobjectif de notre travail est de contribuer a la compréhension du lien potentiel entre Ia

pollution chimique et le diabéte de type 2.

Dans un premier temps, nos recherches bibliographiques ont pointé que de nombreuses
substances incriminées pour leur lien potentiel avec le diabéte de type 2 sont des composés
dont la demi-vie biologique est courte. Ces composés, qualifiés de polluants non persistants,
sont habituellement mesurés dans l'urine mais la mesure de leurs concentrations dans les
échantillons urinaires ne permet pas d’établir la contamination chronique pour ce type de
composés. Pour pallier cette limitation, nous avons investigué 'utilisation du cheveu comme

matrice pour le monitoring des polluants environnementaux.

Nous avons validé une méthode d’analyse de 13 polluants environnementaux (trois parabénes,
deux bisphénols et huit composés perfluorés). Nous avons ensuite réalisé un biomonitoring
de ces composés dans les cheveux de 114 individus vivant en Province de Liege. Ce travail nous
a permis de mettre en évidence la présence des trois parabénes, des deux bisphénols et du

PFOA dans 46,4 % a 97,4 % des échantillons.

Afin de comprendre quelles informations sont effectivement fournies par les cheveux, nous
avons ensuite comparé les niveaux de contamination de différents polluants chimiques dans
le cheveu et le sérum pour huit PFAS et six PCB et dans |'urine et le cheveu pour trois parabénes
et deux bisphénols. Cette étude nous a permis de mettre en évidence que de nombreux
parametres autres que la concentration ou le temps de contact influencent I'absorption des
composés chimiques dans le cheveu et que les informations fournies par le cheveu et les

autres matrices sont différentes.



Résumé

Nous avons investigué le lien entre le diabéte de type 2 et la contamination en mettant en
place une étude transversale au cours de laquelle nous avons comparé les niveaux de
contamination pour 51 perturbateurs endocriniens (plusieurs substances per- et
polyfluoroalkylées, plusieurs polychlorobiphényles, des bisphénols, des métabolites des
phtalates, des pesticides organophosphorés et des pesticides organochlorés, la benzophénone
3 et le triclosan) chez 105 patients diabétiques et 98 volontaires sains. Au cours de cette étude,
nous avons mis en évidence plusieurs associations positives entre différents polluants et le

diabete de type 2.

En plus de l'approche monopolluants, nous avons investigué l'effet de la coexposition
simultanée a plusieurs polluants de I'étude en utilisant deux méthodes statistiques : la
weighted quantile sum regression et la Bayesian Kernel machine regression. Ces analyses ont
permis de mettre en évidence que les mélanges de polluants étaient positivement associés au
risque de diabéte de type 2. Nous avons également montré que certains polluants étaient

identifiés comme principalement associés a la pathologie.

Le nombre de substances anthropogenes présentes dans l'environnement ne cesse
d’augmenter, et les effets de certaines d’entre elles sur le systéeme endocrinien se précisent.
Plusieurs composés sont mis en évidence pour leurs impacts sur la santé et leurs effets sur
I’'homéostasie du glucose. Par nos travaux, nous avons souhaité contribuer a lI‘investigation de
I'incidence des perturbateurs endocriniens sur le diabete de type 2 en intégrant la recherche
de solutions pour le dosage des composés non persistants ainsi qu’une approche statistique

mixte permettant de mettre en évidence les effets cocktails.



Abstract

Over the past few decades, the incidence of type 2 diabetes has drastically increased, and its
appearance has been detected at earlier ages. In parallel, the number of chemical substances
in the environment that contaminate living organisms and humans has significantly risen.
Several in vitro and in vivo animal studies have shown that these substances can interfere with
glucose metabolism and potentially favor type 2 diabetes. In humans, the link between
exposure to endocrine disrupters and type 2 diabetes can be established by epidemiological

studies. However, the existing results in the literature are inconsistent.

This work aims to deepen our understanding of the relationship between chemical pollution

and type 2 diabetes.

First, our literature review showed that multiple chemicals that could potentially affect type 2
diabetes are compounds with a short biological half-life. These compounds, known as non-
persistent organic pollutants, are usually measured in urine. However, their quantification in
urine does not represent chronic exposure to this type of pollutant. To overcome this
limitation, we investigated the use of hair as an alternative media for biomonitoring of

environmental pollutants.

We validated an analytical method for the measurement of 13 environmental pollutants in
hair (three parabens, two bisphenols, and eight per- and polyfluoroalkyl substances). We then
measured the contamination levels of these compounds in the hair of 114 non-occupationally
exposed individuals living in the Liege area. This work revealed the presence of the three

parabens, two bisphenols, and perfluorooctanoic acid in 46,4 % to 97,4 % of the samples.

To understand the information provided by hair samples, we compared the contamination
levels of different chemicals in hair and serum (for eight PFAS and six PCBs) and in hair and
urine (for three parabens and two bisphenols). This study highlighted that several parameters,
other than concentration and contact time, influence absorption in the hair matrix, and that

the information provided by hair is different than the one provided by the other matrices.

We investigated the link between contamination and type 2 diabetes by conducting a cross-
sectional study in which we compared the contamination levels of 51 endocrine disruptors
(per- and polyfluoroalkyl substances, polychlorinated biphenyls, bisphenols, phthalate
metabolites, parabens, organochlorine pesticides, organophosphate pesticides,

benzophenone-3, triclosan) in 105 type 2 diabetic patients and 98 healthy volunteers. Our



Abstract

study showed several positive correlations between endocrine disruptor contamination and

type 2 diabetes.

In addition to the mono-pollutant statistical analysis, we examined the effect of co-exposure
to multiple substances using two statistical methods: weighted quantile sum regression and
Bayesian kernel machine regression. These analyses showed that cocktails of pollutants are
positively associated with the risk of type 2 diabetes. We also found that some pollutants were

identified as being predominantly associated with the pathology.

The number of anthropogenic substances in the environment is still increasing and the effects
of some of these substances on the endocrine system are well known. Multiple compounds
have been shown to interfere with health and glucose homeostasis. With our work, we have
contributed to the investigation of the impact of endocrine-disrupting chemicals on type 2
diabetes, integrating research of solutions to monitoring non-persistent pollutants and

combined statistical approaches to investigate the cocktail effects.
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Les produits chimiques a effets perturbateurs endocriniens.

En 1962, Rachel Carson décrit pour la premiére fois I'effet du dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT) sur le développement sexuel et la reproduction des animaux (notamment des oiseaux).
A travers son livre « Le printemps silencieux », elle dénonce les effets de certains composés
chimiques sur la faune et la flore (1). Cependant, pour les contemporains de R. Carson, ces
observations se heurtent au principe de Paracelse selon lequel « seule la dose détermine si
c’est un poison » et a l'idée que peu de composés synthétiques peuvent agir sur le systeme

endocrinien (2).

Depuis la fin de la Seconde Guerre mondiale, la production globale de produits chimiques a
été multipliée par 50 (3). Ceux-ci sont destinés a diverses utilisations : agricoles, cosmétiques,
constituants du plastique, médicaments, ... Tous ces composés se retrouvent par leurs usages,
dans I'environnement général augmentant I'exposition des organismes vivants, animaux et
Hommes. En parallele, un accroissement de I'incidence de nombreuses maladies affectant le
systeme endocrinien comme certaines anomalies de la fonction thyroidienne, les troubles du
métabolisme glucidique, de la fécondité ou encore certains cancers hormono-dépendants a
été observée. Si 'amélioration des techniques de diagnostic permet d’expliquer en partie
l'augmentation d’incidence de certaines pathologies et que les causes de ces maladies sont
souvent multifactorielles, le nombre de preuves scientifiques établissant le lien entre la

contamination chimique et I'impact sur la santé humaine est en constante augmentation (2).

Dans les années 1980, Theodora Colborn s’intéresse aux effets des polluants chimiques sur la
santé de la faune sauvage des Grands Lacs aux Etats-Unis. Elle observe que de nombreuses
espéces vivant dans cette région fortement contaminée souffrent de problémes métaboliques,
hormonaux, immunologiques et de la reproduction. Bien qu’a cette époque, le terme
« perturbateur endocrinien » n’existe pas encore sensu stricto, la description des effets subis
par la faune de cette région s’y apparente fortement. En 1991, sous I'impulsion de Theodora
Colborn, a lieu la conférence de Wingspread ou sont discutées les découvertes les plus
récentes sur la contamination chimique et son influence sur le systéme endocrinien. C’est a
I'occasion de cette conférence qu’est pour la premiére fois évoqué le terme de « perturbateur

endocrinien » (PE) (4,5).
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Apres plus de cing décennies de recherche, les perturbateurs endocriniens sont définis en
2002 par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme « Une substance ou un mélange
exogene de substances qui altéere les fonctions du systeme endocrinien et qui, en
conséquence, cause des effets néfastes sur un organisme intact, sa progéniture ou une sous-

population » (6).

Les effets des PE peuvent étre produits par différents mécanismes d’action. Un PE peut se fixer
directement sur le récepteur cellulaire ou nucléaire d’'une hormone et y exercer un effet
agoniste ou antagoniste. Les PE sont également capables d’interférer de maniére plus
complexe avec le systeme endocrinien. Outre l'activité directe sur les récepteurs, ils peuvent
également perturber les processus métaboliques des hormones (synthése, catabolisme),
interférer avec les protéines de transport des hormones modifiant de ce fait la fraction libre
(et donc active) de I’hormone dans l'organisme, ou encore affecter le g¢nome humain par des

modifications épigénétiques (7,8).

Certaines périodes de la vie sont plus vulnérables a la toxicité des perturbateurs endocriniens.
La vie in utero, la petite enfance et la puberté sont les périodes les plus sensibles en raison de
I'immaturité des systemes hormonaux et des nombreuses modifications endogenes qui
conduisent a la formation du systeme hormonal adulte. Une perturbation des actions
hormonales lors de ces étapes du développement pourrait conduire a la création d’un systeme
endocrinien défaillant a I'age adulte et a 'apparition de pathologies (9,10). La toxicité des
perturbateurs endocriniens est également insidieuse, les effets ne sont souvent visibles que
plusieurs années aprés I'exposition voire sur plusieurs générations. De nombreux composés
ont montré une toxicité multigénérationnelle ou transgénérationnelle (11). Les phtalates
peuvent avoir des effets transgénérationnels sur la reproduction de rongeurs masculins (12).
Chez ’'Homme, I'exposition maternelle aux substances per et polyfluoroalkylées (PFAS) a été
associée a un poids plus faible du nouveau-né a la naissance mais a un gain rapide en poids et
en masse grasse dans les années suivant la naissance (13). Plusieurs autres études ont
également mis en évidence un lien entre I'exposition aux PFAS durant la grossesse et des

problémes métaboliques chez I'enfant (14,15).

En Europe, plus de 100 000 substances chimiques sont répertoriées par I'agence européenne
des produits chimiques (ECHA) et I'agence de protection de I'environnement (EPA) estime que

plus de 10 000 composés chimiques sont des perturbateurs endocriniens potentiels. Toutes
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ces substances se retrouvent un moment donné dans l'environnement exposant les
organismes vivants a un grand nombre de substances chimiques de facon simultanée. Par
conséquent, les effets de ces substances ne doivent pas étre envisagés isolément mais il faut
prendre en considération d’éventuelles interactions entre plusieurs substances. Un produit
chimique peut en effet potentialiser I'effet d’'un autre de facon additive ou synergique (effet
agoniste) ou au contraire avoir un effet contraire a celui d’une autre substance (effet
antagoniste). Cette interaction entre différentes molécules s’appelle « I'effet cocktail ». Cette
propriété a initialement été mise en évidence par I'observation d’effets cestrogéniques aprés
une exposition simultanée a huit composés cestrogéniques a doses considérées comme sans
effet (16). Plus récemment, une autre étude a montré qu’une exposition a un cocktail de
polluants en faibles concentrations menait chez la souris a des effets métaboliques semblables
a une alimentation riche en graisse comme l'aggravation de l'intolérance au glucose, une
perturbation de la signalisation des cestrogénes hépatiques ou encore une augmentation de
I'inflammation dans les tissus adipeux alors que chaque polluant pris isolément n’avait aucun

effet (17).

Les hormones endogenes agissant bien souvent a des concentrations de l'ordre du
nanomolaire voir du picomolaire, les PE sont également susceptibles d’agir a de tres faibles
concentrations. Des effets toxiques pourraient ainsi déja apparaitre a des concentrations trés

faibles (18).

La toxicologie classique est basée sur une relation dose-effet linéaire, cependant la relation
entre la concentration d’'un produit chimique et l'observation d’effets endocriniens n’est pas
toujours monotone ou proportionnelle. En effet, des relations dose-effet non linéaires ont été
observées pour différents composés. Plusieurs tendances ont été décrites : premiérement, la
courbe en U inversé, tout d’abord on observe une augmentation de l'effet toxique
parallelement a l'accroissement de I'exposition au toxique, ensuite I'augmentation de la
concentration peut ne pas s‘accompagner d'une majoration de l'effet toxique ou
s’accompagner d’une diminution de ce dernier. Un produit chimique peut également posséder
des effets toxiques a faible et haute concentration mais peu d’effets entre les deux (courbe en
U). Les courbes non monotones changeant de pentes plusieurs fois en fonction des

concentrations ont également été décrites (18).
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Ces relations non monotones entre dose et effet peuvent également remettre en question la
théorie des différents seuils de toxicité comme la dose sans effet toxique observé (NOAEL).
Une molécule pourrait étre responsable d’un effet toxique a une concentration inférieure a la
NOAEL ou a la dose de référence établie par les autorités en raison d’'un changement de cette
relation comme montré dans la figure 1. Cette figure illustre un exemple de courbe non
monotone en relation avec la dose NOAEL et la dose de référence. Dans les images C et D, on
constate qu’il est possible d'observer un effet toxique sous ces seuils en raison d'un

changement non monotone de courbe (19).
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Figure 1 : Exemple de courbe dose réponse non monotone, Hill. C 2018
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1.2 Les grandes familles chimiques de perturbateurs endocriniens.

Il existe une grande variété de composés chimiques suspectés de perturber le systéme
endocrinien. On distingue d’une part les polluants organiques persistants (POP) et d’autre part

les polluants organiques non persistants (nPOP).

1.2.1 Les composés organiques persistants

Limpact d’un produit chimique sur 'environnement s’apprécie au moyen de trois parametres:

la persistance, la bioaccumulation et la toxicité.

Les composés organiques persistants sont trés peu dégradés dans I'environnement et ils sont
capables de demeurer intacts durant de nombreuses années augmentant par conséquent leur
toxicité potentielle pour la faune et I’'Homme. lls portent également le nom de polluants
éternels (20). Ce type de composés, trés stables dans les milieux naturels (eau, sols,
poussieres) peuvent étre transportés sur de grandes distances par I'air ou les courants marins
c’est-a-dire au gré des conditions climatiques. On peut observer la contamination de milieux
trés éloignés de leurs endroits de fabrication ou d’utilisation et ces polluants sont maintenant

retrouvés de facon ubiquitaire autour du globe.

Le caractére lipophile de la plupart de ces composés leur permet de se fixer dans différents
compartiments des organismes vivants, principalement dans les graisses. Leur concentration
augmente tout au long de la chaine alimentaire, c’est ce que 'on appelle la bioaccumulation

(21-23).

Certains de ces composés ont été inventés il y a plus d’un siécle, comme le DDT qui a été
synthétisé pour la premiere fois a la fin du XIX® siecle. Cependant, l'utilisation massive de ces
molécules chimiques remonte pour la plupart a la moitié du XX siecle. Nombre de ces
composés sont de nos jours réglementés ou interdits par la Convention de Stockholm. Ce
traité, qui a été écrit en 2001 et adopté en 2004, a pour objectif de protéger I'environnement
et la santé humaine de I'exposition aux POP a travers diverses restrictions sur la fabrication et

I'utilisation de produits chimiques a caractére persistant (20).

Il existe de nombreuses familles de POP dont la plus connue est certainement celle des

pesticides organochlorés dont font partie I’'hexachlorobenzene, 'aldrine, la dieldrine ou le
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DDT. On peut également citer des composés de type dioxine, les polychlorobiphényles (PCB),

ou encore des composés perfluorés.

1.2.1.1 Le dichlorodiphényltrichloroéthane

Le DDT est sans doute le plus connu des pesticides organochlorés. Le DDT est composé de deux
cycles chlorobenzene reliés entre eux par un groupement trichloréthyléene (figure 2). La force
de liaison chlore-carbone ainsi que sa capacité a se bioconcentrer dans les tissus lipidiques des
organismes vivants rendent cette molécule extrémement stable dans I'environnement et les
organismes (24,25). Synthétisé une premiére fois dans les années 1880, c’est en 1930 qu’on
découvre les propriétés insecticides du DDT. A partir de 1945, il est largement utilisé a des fins
agricoles et pour controler certaines maladies bactériennes et parasitaires véhiculées par des
insectes comme le typhus ou la malaria (24,25). Dans les années 1970, du fait de sa toxicité
probable pour 'Homme et de sa persistance dans tous les compartiments de I'environnement,
le DDT fut interdit dans de nombreux pays dont la Belgique. C’est trente ans plus tard que le
DDT fut inscrit avec 11 autres molécules (en majorité d’autres pesticides organochlorés) sur la

liste des produits interdits a la Convention de Stockholm (26).

Dans l'organisme, le DDT est métabolisé en dichlorodiphényldichloroéthyléne (4,4’-DDE)
(figure 2) par oxydation de la liaison C-CCls en double liaison carbone-carbone. Le tableau 1
présente les principales propriétés physicochimiques du 4,4’-DDE.

Cl cl cl
cl cl

cl l I Cl Cl I I Cl

Figure 2 : Structure chimique du DDT a gauche et du 4,4’-DDE a droite

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa
4,4’-DDE C14HsCly 318,0 g/mol 7 -

Tableau 1 : Propriétés physicochimiques du 4,4’-DDE (27)
Ce métabolite est lui aussi extrémement stable avec une demi-vie biologique de prés d’une
dizaine d’années (27). Quarante ans aprés l'interdiction du DDT, la population wallonne est
toujours contaminée par ce composé et son métabolite, exposant encore aujourd’hui les

organismes a la toxicité de ces molécules (28).
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1.2.1.2 Les polychlorobiphényles

Parmi les polluants persistants contrélés par la Convention de Stockholm figurent les PCB.
Produits a grande échelle a partir des années 1940, les PCB ont largement été utilisés comme
isolants dans les transformateurs et condensateurs électriques en raison de leur résistance
thermique et diélectrique. En plus de ces utilisations principales, les PCB ont également été
utilisés dans les pesticides, comme retardateurs de flamme, dans les peintures, colles ou
encres d’impression et comme isolants thermiques (29). Certains PCB sont également formés
de maniére involontaire lors de procédés industriels et relargués accidentellement dans

I’environnement (30).

Obtenus a partir de benzénes fusionnés en diphényle et chlorés par la suite (figure 3), cette
famille de polluants contient 209 congénéres qui different en fonction du nombre d’atomes de

chlore ainsi que de leur position sur les cycles aromatiques.
S \ Y
/,

Figure 3 : Structure chimique d'un
polychlorobiphényle

Cl) (Cl)n

En fonction du nombre d’atomes de chlore présents sur les cycles, les PCB peuvent étre classés
en deux catégories : faiblement chlorés si la molécule comporte 4 atomes de chlore ou moins
et fortement chlorés si la structure comporte plus de 4 atomes de chlore (31). Les propriétés
physicochimiques de trois congéneres (le PCB 28, le PCB 118 et le PCB 153) sont résumées

dans le tableau 2.

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa
PCB 28 C12H7Cl3 257,5 g/mol 5,6 -
PCB 118 C12HsCls 326,4 g/mol 7,1 -
PCB 153 C12H4Clg 360,9 g/mol 7,2 -

Tableau 2 : Propriétés physicochimiques des PCB 28, 118, 153 (32—-34)
Le nombre d’atome de chlore des cycles et leurs positions influencent les propriétés des
composés, ainsi que les voies d’exposition principales a ces substances. Les PCB fortement
chlorés sont plus résistants a la dégradation et a la métabolisation. lls se concentrent aisément
dans les graisses et 'Homme y est fortement exposé par l'alimentation notamment via les

poissons gras. A contrario, les PCB peu chlorés sont semi-volatils et rapidement métabolisés.
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On les retrouve principalement dans l'air intérieur et extérieur de grandes villes ou de zones
industrielles (35). La demi-vie des PCB varie selon les congénéres : elle est d’environ trois ans
pour le PCB 28 et de prés de douze ans pour le PCB 153 (36). Les PCB ont été bannis dans les
années 1970 et leur production arrétée durant cette méme décennie dans la plupart des pays.
Malgré plus de 40 années d’interdiction, leur forte résistance a la dégradation les rend toujours
ubiquitaires dans I'environnement, contaminant ainsi les organismes vivants et les milieux
naturels. De récentes données montrent des fréquences de détection de plus de 75 % dans la
population wallonne pour plusieurs congéneres (28,37), exposant toujours les individus au
risque de maladies pouvant étre favorisées par les PCB comme le diabéte de type 2, des

pathologies cardiovasculaires ou hépatiques ou encore un déficit cognitif (35).

1.2.1.3 Les substances per- et polyfluoroalkylées

Les PFAS sont définis comme des composés dont la chaine aliphatique contient au moins un
groupement méthyl ou méthyléne completement fluoré, a I'image des deux composés les plus
étudiés dans la littérature: l'acide perfluorooctane sulfonique (PFOS) et [lacide
perfluorooctanoique (PFOA) (figure 4) et dont les principales caractéristiques
physicochimiques ainsi que celles de l'acide perfluorohexane sulfonique (PFHxS) sont

présentées dans le tableau 3 (38).

F F F F E.F £ F 0
\\S/OH

Figure 4 : Structure chimique de I'acide perfluorooctane sulfonique a gauche et de I'acide perfluorooctanoique a droite

Molécule Formule Poids moléculaire LogP pKa
PFOA CgHF1502 414,1 g/mol 4,9 -0,5
PFOS CgHF4;03S 500,1 g/mol 5 <1,0
PFHXS CeHF1303S 400,2 g/mol 3,7 -0,45

Tableau 3: Propriétés physicochimiques du PFOA, du PFOS et du PFHxS (39—42)
Les PFAS sont des composés persistants dans I'environnement en raison de la stabilité de Ia
liaison carbone-fluor de la chaine aliphatique. Cette liaison rend les PFAS extrémement
résistants a la chaleur, a la dégradation chimique et a la photolyse. Leur nature lipophile a une
extrémité et hydrophile a 'opposé de la chaine aliphatique leur confére des propriétés tensio-
actives responsables de nombre de leurs utilisations (43). Fabriqués depuis la moitié du XX®

siecle, les PFAS ont été utilisés pour diverses applications industrielles ou domestiques. On les
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retrouve notamment dans les revétements antiadhésifs d’ustensiles de cuisine, comme
émulsifiants dans les mousses anti-incendie, comme produits imperméabilisants dans les
textiles, ou encore dans les emballages alimentaires (44). Leur usage a grande échelle les a
rendus ubiquitaires avec une dispersion possible sur de grandes distances. Les humains sont
exposés aux PFAS a travers l'alimentation et I'eau potable, les poussieres et par contact avec

les produits contenant ce type de contaminants.

La capacité de bioaccumulation chez ’'Homme et les organismes vivants dépend des propriétés
de chaque molécule comme la longueur et conformation de la chaine carbonée, ou le
groupement fonctionnel présent en bout de chaine. Les composés a plus longues chaines sont
les plus persistants et bioaccumulables, la demi-vie de ces molécules chez ’'Homme est de
plusieurs années, avec des variations selon les congénéres (42). Contrairement a d’autres
composés persistants qui se fixent surtout dans les graisses, les PFAS s’accumulent
principalement dans le sang ou dans certains organes comme le foie et les reins en raison de

leur affinité pour les protéines (45).

La contamination de I'environnement -la flore, la faune- ainsi que celle des humains est bien
établie. On retrouve les PFAS dans tous les milieux de I'environnement (46). En Belgique,
plusieurs études ont révélé que la population est largement exposée aux PFAS comme nous le
montrent les données fournies par I'étude de 242 adultes vivant en Province de Liége chez
lesquels plusieurs PFAS ont été mesurés pour certains dans plus de 99 % des échantillons (23).
Du point de vue sanitaire, les effets potentiels des PFAS sur la santé humaine sont
préoccupants. Il a été mis en évidence que les PFAS pouvaient perturber le systeme
endocrinien avec des effets sur le développement, sur le métabolisme lipidique et glucidique,
ils peuvent également provoquer une immunotoxicité, une hépatotoxicité ou une reprotoxicité
(47,48). Le PFOA est catégorisé comme cancérigéne pour 'Homme et le PFOS comme

cancérigéne humain probable depuis 2023 (49,50).

De nos jours, une pression constante sur les industriels a conduit a la diminution de la synthése
des PFAS. Le PFOS et le PFOA et le PFHXS sont maintenant inscrits a la Convention de Stockholm
(51).
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1.2.2 Les polluants chimiques non persistants

Les problémes liés a la persistance dans I'environnement de certains composés chimiques ainsi
gue I'émergence d’une législation restrictive envers ce type de produits ont amené les
industriels a se tourner vers des molécules de substitution, moins stables dans
I'environnement et plus rapidement métabolisées par les organismes vivants. Ces substances
sont a priori plus slres pour la santé du fait de leur plus faible persistance et de leur moindre
bioaccumulation. Cependant en raison d’une utilisation continue, ces substances chimiques

sont parfois responsables d’une toxicité chronique équivalente a celle des dérivés persistants.

A la différence des POP, les polluants organiques non persistants sont plus hydrophiles. Ils sont
en général rapidement métabolisés par les organismes vivants et éliminés sous forme de

métabolites dans les urines dans les heures ou les jours qui suivent leur absorption.

Il existe différentes familles de polluants non persistants. On retrouve des pesticides comme
les pyréthrinoides ou les pesticides organophosphorés, le glyphosate, des constituants des
plastiques souples comme les phtalates ou rigides comme les bisphénols, des conservateurs
entrant dans la composition de produits cosmétiques comme les parabénes ou le triclosan, ou
certains filtres solaires comme la benzophénone-3. Dans ce travail, nous avons étudié les

polluants non persistants suivants :

1.2.2.1 Les bisphénols

Les bisphénols sont une famille de composés chimiques dont la production a fortement
augmenté ces derniéres années. Le chef de file de cette famille, le bisphénol A (BPA) (figure 5),
a été synthétisé pour la premiére fois au début du XX¢ siecle. Initialement destiné a étre utilisé
comme médicament pour ses propriétés cestrogéniques, son usage médical sera cependant

rapidement abandonné en raison d’un rapport bénéfice-risque défavorable (52).

HO OH

Figure 5 : Structure chimique du bisphénol A

Par contre, I'usage du BPA comme plastifiant se renforce tout au long du XX¢© siécle en Europe

et aux Etats-Unis d’Amérique. Le BPA est utilisé dans une large gamme de produits de
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consommation dont les plastiques rigides de contenants alimentaires, les résines époxy de
canettes et boites de conserves, les implants dentaires, les jouets ou encore les papiers a
impression thermique (53). La migration du BPA depuis le contenant alimentaire vers la
nourriture fait de I'alimentation la source principale d’exposition des humains a cette molécule

(54).

Rapidement, de nombreux effets toxiques ont été imputés au BPA. En effet, la mise en
évidence d’effets indésirables tels que des troubles de la reproduction, du métabolisme, du
développement chez des rongeurs ont poussé a s’interrogé sur sa toxicité potentielle pour
I"'Homme (55). Des études in vitro sur des cellules humaines et des études épidémiologiques
ont alors confirmé les données de toxicité du BPA et ce dernier est aujourd’hui officiellement
catégorisé comme perturbateur endocrinien (53). Le BPA a en effet une affinité pour les
récepteurs des cestrogénes et androgenes ainsi que pour les récepteurs des hormones
thyroidiennes (53,56). Du fait de ses effets néfastes, le BPA est soumis a de plus en plus de
réglementations. Il est banni des biberons pour enfants, des papiers thermiques et soumis a

des limites de migration dans les autres produits de consommation (57,58).

A cause de ces régulations, les industriels ont commencé a le remplacer par des molécules
analogues comme le bisphénol S (BPS) et le bisphénol F (BPF). Ces substituts sont présents
notamment dans les produits de consommation portant le label « BPA-free » donnant une
fausse impression de sécurité au consommateur tandis que les profils toxicologiques des
substituts au BPA n‘ont pas été completement étudiés. Les analogues du BPA sont des
molécules de structure semblable dont les deux cycles phényls sont reliés entre eux par un
radical différent, par exemple par un atome de soufre pour le BPS ou par I'absence des
groupements méthyl sur le carbone entre les cycles phénols pour le BPF (figure 6). Les
premiéres données toxicologiques montrent cependant un profil de toxicité semblable a celui
du BPA avec une action hormonale identique et un effet perturbateur endocrinien (59). De
plus, on reproche au BPS une toxicité sur le systtme immunitaire et le systeme neurologique
(60). Les bisphénols sont généralement rapidement métabolisés par glucuro- et
sulfoconjugaison, puis éliminés dans l'urine, avec une demi-vie comprise entre six et neuf
heures apres leur absorption (61-63). Le tableau 4 présente les principales propriétés

physicochimiques du BPA, du BPS et du BPF.
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Figure 6 : Structure du bisphénol F (gauche) et bisphénol S (droite)

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa
BPA C15H1602 228,3 g/mol 3,3 9,8-10,5
BPS C12H1004S 250,2 g/mol 1,9 7,4-8,0
BPF Ci13H1,02 200,2 g/mol 2,9 9,8-10,5

Tableau 4 : Propriétés physicochimiques du BPA, du BPS et du BPF (64—67)

En Belgique, la population reste largement exposée a ce type de polluants comme le montrent
les données du biomonitoring wallon réalisé en 2021 ou 70 % des adultes présentaient des
taux mesurables de BPA dans l'urine (37). La mise en application des restrictions d’utilisation
du bisphénol A et son remplacement par ses substituts (BPS ou BPF) se traduisent dans la
population par une diminution des concentrations urinaires en BPA et une augmentation de

celles en BPS entre 2015 et 2018 (68).

1.2.2.2 Le triclosan

Utilisé pour la premiere fois au début des années 1970, le triclosan (TCS) ou 5-chloro-2-(2,4-
dichlorophenoxy)phénol (figure 7) est un antimicrobien synthétique largement employé
pendant 40 ans comme antiseptique, désinfectant ou conservateur dans les produits
cosmétiques et d’hygiene (shampoing, savon, dentifrice, déodorant, lessive) ainsi que dans la
fabrication du matériel médical (fils de sutures, cathéter). L'exposition humaine se fait
principalement lors de l'utilisation de produits contenant du TCS. Le triclosan ayant contaminé
divers compartiments de I'environnement comme les sols ou I'eau, I'Homme peut également
étre contaminé via l'alimentation générale ou I'eau potable (69). Les voies dermique et orale

sont les deux voies principales de contamination pour I’'Homme.

Apres absorption, le TCS est rapidement glucuro- ou sulfoconjugué puis éliminé dans 'urine et
dans les selles. La demi-vie du triclosan est estimée a 21 heures aprés une absorption orale
(69,70). Les principales caractéristiques physicochimiques du triclosan sont résumées dans le

tableau 5.

28



Chapitre 1 - Introduction

OH Cl

Cl Cl

Figure 7 : Structure chimique du triclosan

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa
Triclosan C12H-Cl302 289,5 g/mol 5 7,9

Tableau 5 : Propriétés physicochimiques du triclosan (70)

Différents effets du triclosan sur I'organisme ont été décrits ces derniéres années et les preuves
d’uneinfluence de ce composé sur la santé humaine sont aujourd’hui nombreuses. On observe
une augmentation de I'indice de masse corporelle (IMC), une diminution de la fertilité, une
perturbation des niveaux des hormones thyroidiennes et de la morphologie des nouveau-nés
a la naissance (poids, taille, circonférence du crane), du stress oxydatif et un risque d’allergies

respiratoire ou alimentaire (69).

En Europe, la concentration de triclosan autorisée dans différents produits de consommation
est légiférée avec, par exemple, une concentration de maximum 0,3 % dans le dentifrice et
0,2% dans les bains de bouche pour adulte lorsqu’il est utilisé seul. Il est interdit dans les bains

de bouche et dans les laits corporels pour enfants (71).

1.2.2.3 La benzophénone-3

La benzophénone-3 (BP-3) ou 2-hydroxy-4-methoxybenzophénone (figure 8) est un composé
chimique utilisé comme filtre solaire dans les cosmétiques afin de minimiser les dommages
causés par les radiations ultraviolettes du soleil sur la peau. Outre |'utilisation comme filtre
solaire pour la peau, la BP-3 est également utilisée comme photo-stabilisant dans les produits
cosmétiques, par exemple les vernis a ongles (72). Les caractéristiques physicochimiques
principales de la BP-3 sont résumées dans le tableau 6.

0

o l OH

Figure 8 : Structure chimique de la
benzophénone-3
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Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa

BP-3 C14H1203 228,2 g/mol 3,6 7,1
Tableau 6 : Propriétés physicochimiques de la BP-3 (73)

Ces utilisations expliquent que la principale voie de contamination par la BP-3 est la voie
dermique. Cependant, du fait de la présence de cette molécule dans I'environnement suite a
la contamination des sols et de 'eau, les organismes vivants y sont également exposés par
I'alimentation ou la consommation d’eau potable. Une fois absorbée, la BP-3 se distribue dans
tout I'organisme. Son élimination se fait principalement dans l'urine apres glucuroconjugaison
dans les 24 heures suivant son absorption (72). La BP-3 est détectée dans le sang, I'urine, le

lait maternel et peut traverser la barriére hémato-encéphalique.

Les effets néfastes attribués a la BP-3 sont nombreux. Des effets sur la peau, les reins, les
systeme endocrinien, hématologique et reproductif ainsi que sur le développement du feetus
durant la grossesse ont été décrits. Chez I’'Homme, I'exposition a la BP-3 a notamment été
associée a des anomalies de poids a la naissance, des perturbations des taux de masse grasse
ou a des allergies respiratoires (72). La BP-3 pourrait également avoir un effet sur la qualité du
sperme ainsi que sur le nombre d’ovocytes présents dans les ovaires. Un lien avec le
développement de 'endométriose a également été décrit (72,74). La BP-3 est classée comme
PE car elle possede une affinité pour les récepteurs aux stéroides et peut notamment
influencer les taux de testostérone sanguin. D’autres fonctions du systéme endocrinien via la
TSH et I'axe hypothalamo-hypophysaire peuvent également étre perturbées par la BP-3

(74,75).

1.2.2.4 Les phtalates

Les phtalates sont une famille de substances chimiques produites a partir du début du XX®
siecle avecI’émergence du plastique. Ce sont des composés non volatils principalement utilisés
comme adjuvants dans la fabrication des plastiques de type polychlorure de vinyle (PVC) pour
leur effet assouplissant. Les phtalates sont des esters de I'acide 1,2-dibenzénedicarboxylique
(figure 9). lls sont incolores, avec peu ou pas d’odeur, et sont caractérisés par une faible

résistance a la chaleur (76).
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Figure 9 : Structure des phtalates a) structure générale des esters de I'acide 1,2- dibenzénedicarboxylique. R et R’ peuvent étre des
groupements alkyl, benzyle, phényle, cyclo-alkyl ou alcoxyle ; b) diéthylphtalate ; c) dibutylphtalate ; d) diéthylhexylphtalate

Le diéthylhexylphtalate (DEHP), le dibutylphtalate, le diéthylphtalate font partie des phtalates
les plus utilisés dans I'industrie du plastique. D’autres phtalates avec une chaine liée plus
courte et un poids moléculaire plus faible tels que le diméthylphtalate, ainsi que le
diéthylphtalate sont également largement utilisés dans l'industrie cosmétique,
pharmaceutique et dans la production de matériel médical, entre autres, pour la fabrication
de tubes médicaux ou de poches (76). Le tableau 7 présente les caractéristiques

physicochimiques principales du diéthylphtalate, du dibutylphtalate et du DEHP.

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pKa
Diéthylphtalate C12H1404 222,2 g/mol 2,5 -
Dibutylphtalate C16H2204 278,3 g/mol 4,7 -
DEHP C24H3804 390,6 g/mol 7,4 -

Tableau 7 : Propriétés physicochimiques du diéthylphtalate, du dibutylphtalate et du DEHP (77-79)
Les phtalates peuvent facilement étre libérés depuis les différents produits de consommation,
dans la nourriture, I'eau ou sur la peau, et les principales voies d’exposition de 'Homme a ces
composés chimiques sont I'ingestion, I'inhalation ou le contact cutané avec des produits
contenant des phtalates (80). Aprés leur absorption dans l'organisme, les phtalates sont
rapidement métabolisés subissant d’abord une hydrolyse et ensuite une glucuro-conjugaison

pour finalement étre éliminés dans l'urine. Leur demi-vie est d’environ 12 heures (76). La
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métabolisation de ces composés peut cependant différer d’'un phtalate a l'autre en fonction
de la chaine liée et les métabolites formés peuvent étre communs a plusieurs composés

parents (81).

Ces dernieres années, des effets toxiques potentiels ont été attribués aux phtalates. Chez
I'Homme, on rapporte des effets perturbateurs endocriniens avec un impact sur la fertilité
masculine et une toxicité ovarienne en plus des effets néfastes sur les fonctions neurologiques,
cardiologiques, gastro-intestinales et métaboliques (82). Les phtalates pourraient en effet
exercer une activité sur différents récepteurs nucléaires comme les récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPAR) ou les récepteurs aux cestrogenes et aux récepteurs aux
androgénes (83). Par conséquent, ces molécules sont suspectées de perturber I'ovulation ou
encore la maturation des ovocytes chez la femme, la production de testostérone et la qualité

du sperme (82).

L'utilisation des plastiques contenant des phtalates étant largement répandue, les phtalates se
retrouvent de facon ubiquitaire dans I'environnement. La population y est largement exposée
notamment en Belgique et en Wallonie ou de nombreux métabolites de phtalates ont été
détectés dans plus de 90 % des échantillons urinaires collectés en 2018 dans une population
liégeoise qui avait pourtant été préalablement sensibilisée aux sources d’exposition

potentielles a ces composés (68).

1.2.2.5 Les parabénes

Les parabenes sont largement utilisés dans différentes industries comme conservateurs
antimicrobiens. Ils sont synthétisés et utilisés depuis les années 1920 et sont des esters de
I'acide p-hydroxybenzoique dont le radical ester est un groupement alkyl (méthyl, éthyl,
phényl, propyl,...) ou aryl (benzyl, phényl) (figure 10) (84). Le tableau 8 résume les principales
caractéristiques physicochimiques du méthylparabéne, de ['éthylparabéne et du

propylparabéne.
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Figure 10 : Structure chimique des parabénes
ou R est un groupement alkyl ou aryl.

Molécule Formule Poids moléculaire LogP pKa Demi-vie
Méthylparabene CgHsOs 152,2 g/mol 2 8,5 10,5 h
Ethylparabene CoH1003 166,2 g/mol 2,5 8,3 10,8 h
Propylparabéne  CioH1203 180,2 g/mol 3 8,5 7,7h

Tableau 8 : Propriétés physicochimiques du méthylparabéne, de I'éthylparabene et du propylparabéne (86-88)
Pour les industriels, les parabénes possedent différents avantages : leur production est peu
onéreuse, ils sont solubles dans I'eau et leur utilisation est pratiquement imperceptible car ils
ne changent pas les propriétés organoleptiques des composés dans lesquels ils sont ajoutés

(85).

Les parabénes ont une activité antifongique et antibactérienne et sont efficaces a différents
pH. Les parabénes sont utilisés dans une grande variété de produits comme les médicaments
et produits pharmaceutiques, la nourriture et les produits cosmétiques. lls sont également

présents dans certains emballages alimentaires (89).

Les parabenes ne sont cependant pas sans danger. Des effets sur la faune et sur ’'Homme ont
été observés. Chez ’'Humain, on rapporte notamment des cancers du sein et une diminution
de la fertilité qui s’expliquent par les effets perturbateurs endocriniens qui leur sont attribués.
En effet, il semblerait que les parabénes soient des composés capables d’exprimer une activité
cestrogénique et anti-androgénique (90,91). Les parabénes seraient également des composés

obésogeénes et pourraient perturber le métabolisme énergétique chez I’'Homme (92).

La principale source d’exposition aux parabénes est |'utilisation de produits cosmétiques et
pharmaceutiques et l'absorption dermique est la principale voie de pénétration de ces

composés dans l'organisme. Les parabénes sont ensuite rapidement métabolisés et éliminés
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dans l'urine dans les 12 heures suivant leur absorption (91). En 2018, le méthylparabéne (MP)
était détecté dans 83 % des échantillons urinaires d’une population wallonne, avec 62 % de
positivité pour I'éthylparabéne (EP) et 28 % pour le propylparabéne (PrP) (68). En Europe, la
guantité de parabéne dans les produits cosmétiques est restreinte a 0,4% lorsqu’ils sont

utilisés en mélange et 0,8 % lorsqu’ils sont utilisés seuls (68,93).

1.2.2.6 Les pesticides organophosphorés

Les pesticides organophosphorés (OP) sont des composés chimiques de synthése comprenant
au moins un atome de phosphore lié directement a un atome de carbone. lls sont
principalement utilisés comme herbicides ou insecticides. Ce sont de puissants agents
neurotoxiques dont les congénéres les plus dangereux sont utilisés comme gaz de combat (94).
C’est le cas des gaz Sarin, du Tabun ou du Woman, des gaz appartenant a la « V séries »
développés par les Anglais ou du Novichok développé en Union Soviétique durant la guerre

froide (94,95).

Depuis les années 80, les OP ont progressivement remplacé les pesticides organochlorés en
raison de leur moindre persistance. Les molécules les plus connues sont le chlorpyrifos, le
malathion, le dichlorvos ou encore le fenthion dont les propriétés physicochimiques sont
rapportées dans le tableau 9. Comme pour les autres pesticides, la population générale y est
principalement exposée via la consommation de fruits et légumes traités mais également via
la migration des OP dans les sols ou les eaux de surface ou souterraines (96). Un grand nombre
d’OP sont désormais interdits d'utilisation en Europe, tels que le dichlorvos et le malathion qui
sont interdits depuis plusieurs années (97,98). En 2020, la Commission Européenne a
également interdit I'utilisation du chlorpyrifos ainsi que d'autres OP encore en usage en raison

de leur toxicité avérée (99).

Molécule Formule Poids moléculaire Log P pkA
Chlorpyrifos CoH11CIsNO3sPS 350,6 g/mol 5,3 -
Malathion C10H1906PS: 330,4 g/mol 2,4 -
Dichlorvos C4H7Cl204P 221,0 g/mol 1,4 -
Fenthion C10H1503PS; 278,3 g/mol 4,1 -

Tableau 9 : Propriétés physicochimiques du chlorpyrifos, du malathion, du dichlorvos et du fenthion (100-103)
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Une fois pénétrés dans I'organisme par I'une des trois voies -digestive, respiratoire ou cutanée-
les pesticides organophosphorés sont rapidement métabolisés par une série d’enzymes de
détoxification et éliminés dans 'urine en général dans les 24 heures apres leur absorption
(104,105). Les trois quarts des molécules sont métabolisées en six métabolites communs, les
dialkylsphosphates (DAP) (figure 11). La concentration urinaire en DAP est généralement

utilisée comme biomarqueur de contamination par les OP (106).

o)
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Figure 11 : Structure chimique du a. diéthylphosphate, b. diméthylthiophosphate, c. diméthyldithiophosphate, d. diéthylthiophosphate, e.
diéthyldithiophosphate, cing métabolites des organophosphates mesurés dans ce travail.

Les OP sont responsables d’une forte toxicité aiglie pour les différentes espéces vivantes par
inhibition de l'activité de I'acétylcholinestérase. La toxicité se caractérise par des effets
neurotoxiques suivis d’un arrét respiratoire pouvant conduire a la mort. Ces derniéres années,
du fait de la contamination générale de I'environnement par ce type de composé, il est apparu
qgue les OP pouvaient également étre responsables d’une toxicité chronique avec
immunotoxicité, perturbation de la fertilité humaine, une tératogénicité, une augmentation
du stress oxydatif ainsi que des effets perturbateurs endocriniens (107,108). Plusieurs études
ont montré une action des OP sur ’homéostasie de I'axe hypothalamo-pituitaire-thyroidien,
de I'axe hypothalamo-pituitaire-gonadique et de I'axe hypothalamo-pituitaire-adrénergique
(96,109). Les OP étant largement présents dans I'environnement, on retrouve leurs
métabolites en quantité significative dans les prélevements réalisés en population générale.
En 2020, en Wallonie, deux des cing métabolites des OP ont été retrouvés dans des
échantillons urinaires d’enfants (73 % de positivité pour le diéthylphophate (DEP) et 65 % pour
le diméthylthiophosphate (DMTP)) démontrant que la population est exposée au risque

toxigue de ces composés des le plus jeune age (110).

35



Chapitre 1 - Introduction

1.3 Le métabolisme glucidigue

Le métabolisme glucidique est une des cibles principales des effets toxiques causés par les
produits chimiques a effets perturbateurs endocriniens. La conséquence d’une perturbation
du métabolisme glucidique par les perturbateurs endocriniens est la survenue d’un diabéte de

type 2 (DT2).

Le diabéte est un état chronique lors duquel on observe une hyperglycémie car l'organisme
n‘est plus capable de produire suffisamment d’insuline ou ne peut plus utiliser efficacement

cette hormone pour maintenir une glycémie correcte.

Dans le monde, en 2021, I'OMS estimait que 537 millions de personnes souffraient de diabete,
de type 2 dans 90 % des cas, soit environ 10,5 % des 20-79 ans. La prévalence devrait
augmenter a 20 % d’ici 2045 (111). En Belgique aussi, on observe une augmentation du DT2.
Selon les unions inter-mutualistes, en 2022, 7,1 % de la population souffrirait du DT2 contre
5,6 % en 2012. Les pays les plus touchés par cette pathologie sont les pays en voie de

développement (111,112).

D’un point de vue physiologique, le DT2 est généralement caractérisé par deux anomalies
touchant l'insuline : une résistance des tissus périphériques a l'insuline ainsi qu’un défaut de
production de cette hormone (113). Dans un premier temps, I'insulino-résistance caractérisée
par une diminution de la réponse et de la sensibilité des tissus périphériques (foie, muscles,
tissus adipeux) a l'insuline ainsi que l'augmentation de la production de glucose hépatique
stimulée par une production anormale de glucagon, rendent 'insuline incapable de réguler les
taux de glucose sanguin (113,114). Pour tenter de maintenir la glycémie, le pancréas va
augmenter la production d’insuline, on observe alors un hyperinsulinisme. Cependant, si cette
situation perdure, la production d’insuline par les cellules B-productrices va s’épuiser et
I’hyperglycémie va s’aggraver menant ainsi au DT2 (115). Le DT2 se développe généralement
lentement et on observe dans les premiéres années de la maladie une hyperglycémie modérée
qui est généralement non symptomatique. Cette absence de symptémes retarde bien souvent
le diagnostic. Lorsque la maladie devient symptomatique, les principaux effets observés sont
une polyurie, polydipsie, une altération de la vision et des troubles de la croissance chez les

sujets jeunes (113,115).
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Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés. Le DT2 s’‘observe en général chez des
populations plus agées, mais des facteurs familiaux de type génétique, ou environnementaux

comme la sédentarité et les exces alimentaires ont été identifiés (114,116,117).

1.4 Association entre diabete et PE

La proportion de la population souffrant de diabéte est donc en forte augmentation.
Parallelement, on observe une diminution de I'age moyen de 'apparition de la maladie. Le
DT2, autrefois considéré comme le diabéte de vieillesse, touche aujourd’hui de plus en plus
d’adolescents (6). En effet, alors qu’en 1980, le DT2 était extrémement rare chez les enfants,
en 2014, un enfant sur 500 souffrait de cette pathologie (118). Les raisons de cette
augmentation restent peu claires. Les facteurs de risques classiques mentionnés plus haut ne
suffisent plus a compléetement justifier cette augmentation d’incidence (119). D’autres
explications sont avancées, parmi lesquelles, I'influence des produits chimiques a effets

perturbateurs endocriniens est de plus en plus souvent mentionnée (120).

En effet, au cours de ces dernieres années, de nombreuses études toxicologiques que ce soit
in vitro ou in vivo chez I'animal ont attiré I'attention des scientifiques sur les effets de polluants
chimiques sur le métabolisme glucidique. A cela, se sont également ajoutées de plus en plus

de données épidémiologiques.

1.4.1 Les données in vitro

Différentes études ont montré in vitro la capacité de certains polluants organiques a perturber
le métabolisme glucidique. Ainsi, dés les années 1970, I'exposition de cultures cellulaires au
DDT a montré une altération de la sécrétion d’insuline (121). C’est aussi le cas pour le BPA
(122). Les études in vitro ont également permis de mettre en évidence I'action du BPA sur les
récepteurs aux cestrogénes alpha (ER-a) et béta (ER-B) et I'implication de la voie cestrogénique
dans le métabolisme glucidique. Ces récepteurs semblent posséder une activité sur le quatuor
de structures impliquées dans I’lhoméostasie du glucose : les cellules B du pancréas, les cellules
musculaires, les cellules hépatiques et les adipocytes (123,124). D’autres plastifiants, les
phtalates, ont montré une activité sur les récepteurs PPAR-a et PPAR-y dans des cultures de
cellules humaines et de souris (125). Les récepteurs PPAR sont impliqués dans le contrdle de
la balance entre le stockage et la consommation d’énergie par I'organisme. Les récepteurs a

jouent notamment un role important dans I'oxydation des acides gras alors que les récepteurs
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y agissent sur I'adipogenese, le stockage des lipides et le contrble de la sensibilité a I'insuline
(126). Ces récepteurs sont également les cibles de certains PFAS, en effet, les données in vitro
montrent que les substances perfluorées peuvent modifier I'activité des récepteurs PPAR
(127). Ces substances ont également montré une activité toxique in vitro sur les cellules B de
souris ou humaines ainsi qu’une perturbation du relargage d’insuline aprés la stimulation par

le glucose (127).

Les résultats des études in vitro nous permettent de clarifier les mécanismes de perturbation
du métabolisme glucidique. Ces données doivent cependant étre confirmées sur des

organismes entiers et par des données épidémiologiques.

1.4.2 Les données in vivo chez I'animal

De nombreuses études menées chez des animaux de laboratoire ont montré le potentiel
diabétogene de plusieurs substances que ce soit des POP comme les PCB, les PFAS ou encore

les pesticides organochlorés ou des nPOP comme les bisphénols ou les phtalates (128).

Ainsi, 'exposition chronique durant 30 jours a un cocktail de PCB a provoqué chez la souris un
hyperinsulinisme et une aggravation de I'insulino-résistance. Le méme cocktail durant 60 jours
a montré les mémes effets avec un gain pondéral et un hyperinsulinisme (129). Lexposition de
rongeurs adultes au DDT et son métabolite le 4,4’-DDE a, quant a elle, montré un effet
obésogeéne, et par conséquent une augmentation indirecte du risque de développer du
diabéte (130). Une équipe chinoise a mis en évidence que le PFOA induisait une dysfonction
suivie de I'apoptose des cellules du pancréas sécrétrices d’insuline chez des souris a travers un
effet sur les récepteurs aux cestrogénes de ces cellules (131). De plus, ces composés
posséderaient une similitude avec la structure des activateurs naturels des récepteurs PPAR

dont dépendent en partie la balance énergétique et I’'homéostasie de la glycémie (132).

Le BPA a été associé a des perturbations de la sécrétion d’insuline par les cellules B, tandis
gu’un de ses substituts, le BPS, a un effet sur les récepteurs PPAR (133,134). Le DEHP
influencerait la sécrétion d’insuline ainsi que I'insulino-résistance notamment a travers une
perturbation du stress oxydatif dans les muscles squelettiques menant a une insulino-
résistance de ces structures (135,136). Concernant les pesticides organophosphorés, les
conclusions des études ne sont pas concordantes, certaines observant des hyperglycémies,

d’autres des hypoglycémies apres une exposition a ce type de molécule (137). Toutefois, une

38



Chapitre 1 - Introduction

altération de la structure du pancréas et des vésicules contenant I'insuline dans les flots B de
Langerhans aprés une exposition de rongeurs aux composés organophosphorés a été
démontrée, renforcant I'hypothése que ces composés pourraient favoriser le diabete

(138,139).

Il est également pertinent de mentionner que des modifications de certains biomarqueurs
moléculaires précoces associés a des perturbations du métabolisme énergétique ont été
corrélés a I'exposition a différents perturbateurs endocriniens. Lexposition au BPA a ainsi été
associée a la libération de cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine 6, le « Tumor
nécrosis factor a » (TNF-a) et I'interféron y (INF-y), a travers plusieurs voies métaboliques dont
celle des adipocytes (140-143). D’autres études ont également montré que les niveaux de
certains miRNA circulants, considérés comme des marqueurs précoces du dysfonctionnement
des cellules B, de l'insulino-résistance et de I'élévation de I’"hémoglobine glyquée, étaient
associés a I'exposition a différents polluants de I'environnement dont le BPA et les phtalates

(141,144).

1.4.3 Les données épidémiologiques

Les données issues de I'expérimentation animale ne sont pas directement extrapolables chez
I'Homme du fait essentiellement de la différence entre la métabolisation du produit chimique
chez I'animal et chez ’'Homme, mais aussi en raison de la limitation de la durée des études
chez I'animal ou encore de l'utilisation des produits chimiques a des concentrations sans
rapport avec celles rencontrées lors des expositions environnementales. Les études

épidémiologiques apportent donc des informations indispensables.

Les premiéres données liant les PE et le diabéte ont été obtenues auprés de populations
exposées de facon aigué a de fortes concentrations de polluants. C’est ainsi que, au sein de la
population vivant a proximité de l'usine chimique de Seveso en ltalie, qui a été exposée a une
guantité importante de composés de type de dioxine lors de I'explosion de l'usine, on a,
plusieurs années apres I'exposition, découvert un risque accru de développer un DT2 (145). De
méme, une étude menée sur les vétérans américains de la guerre du Viethnam exposés au
2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), une dioxine contenue dans l'agent orange utilisé
lors de l'opération Ranch Hand, a montré un risque accru de prévalence du diabéte corrélé aux

concentrations sériques en TCDD (146). Si ces études amenent des indices clefs sur

39



Chapitre 1 - Introduction

I'association entre la contamination par les polluants environnementaux et le DT2, elles ne
refletent cependant pas totalement le risque qu’encourt la population générale en raison des
différences des niveaux d’exposition entre celle-ci et les deux populations mentionnées plus

haut.

C’est pourquoi d’autres études se sont focalisées sur des populations exposées a des
concentrations environnementales pour différents polluants. Certains travaux suivent des
populations sur de longues périodes (les études longitudinales prospectives), c’est ainsi que
les composés perfluorés ont été positivement associés au risque de DT2 dans la cohorte
américaine « Study of Women’s Health Accross The Nation Multi-pollutant Study » (SWAN-
MPS) incluant 1237 femmes suivies de 1999-2000 a 2017 (147). Des études transversales cas-
contréles, ou les concentrations des polluants chez une population souffrant de diabete et
celles mesurées dans une population constituée de volontaires sains sont comparées, sont
également mises en place. Ainsi I'étude d’une population chinoise constituée de 502 paires
cas-controles a mis en évidence des concentrations en BPA plus élevées chez les individus
diabétiques (148). D’autres suivis ont mis en évidence un lien entre la contamination par le
4,4’-DDE ainsi que les PCB 118 et 153 avec le statut diabétique (149). Cependant, toutes les
données recueillies ne convergent pas toujours vers les mémes conclusions. Ainsi, alors que
les PFAS ont été associés au risque de développer un DT2 dans certaines études, une

association négative est parfois rapportée dans la littérature (132).

Ces données contradictoires sont en partie dues au fait que de nombreux parametres et
covariables influencent les résultats des études épidémiologiques. L'existence de courbes
dose-réponse non monotones pourrait expliquer que différentes concentrations ne
produiraient pas les mémes effets chez les populations étudiées. En 2010 déja, une étude
coréenne mettait en évidence une relation non linéaire entre I'exposition aux PCB et le risque
de diabéte (150). De plus, certains parameétres des populations étudiées influencent non
seulement le risque de souffrir de la maladie mais peuvent également impacter les
concentrations mesurées de certains polluants. C’est par exemple le cas de I'lMC qui a d’une
part une influence directe sur le risque de développer un DT2 mais également une influence
sur la concentration sérique de certains polluants dont les PCB qui sont fortement lipophiles
(151,152). Il est donc nécessaire de tenir compte de ces variables lors des analyses statistiques.

D’autres facteurs confondants comme I'éducation, les origines ou le statut socioéconomique
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peuvent a la fois expliquer I'exposition aux PE mais aussi le risque de diabéte de facon générale.
Ces parameétres doivent étre inclus dans les modeles statistiques des études épidémiologiques

(153).

Les différences observées entre les études pourraient également s'expliquer par le délai
possible entre I'exposition a divers produits et I'apparition des symptomes. Les effets toxiques
peuvent ne se manifester que de nombreuses années apres |'exposition. Par exemple,
I'exposition a des produits chimiques durant les premiers stades de la vie, comme la vie foetale
ou la petite enfance, a été associée a diverses modifications des états métaboliques plus tard
dans la vie. C’est la théorie du « Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) » (154).
Plusieurs études ont mis en évidence I'impact de I'exposition prénatale sur le DT2. L'exposition
au BPA in utero et en période périnatale a été associée a |'apparition de diabete de type 2
plusieurs semaines aprés la naissance chez la souris et a d’autres perturbations métaboliques
(155). Une autre étude a montré que l'exposition au DEHP pendant la grossesse était liée a
une intolérance au glucose due a l'altération des cellules B des flots de Langerhans plus tard
dans la vie (156). Cela est d(i a la capacité de certains produits chimiques a traverser la barriere
placentaire et a affecter le foetus. Chez I'Homme également, I'exposition a différents polluants
comme le 4,4-DDE et le PFOA a été associée a des perturbations du métabolisme, comme
'augmentation de l'indice de masse corporelle ou le surpoids, plusieurs années apres
I'exposition (157). Ces données soutiennent I'hypothése selon laquelle I'exposition a divers
produits peut également conduire a une perturbation du métabolisme énergétique et a une

susceptibilité accrue au diabete de type 2 plusieurs années aprés I'exposition (157,158).

Les études différent également par le nombre et la variété des substances étudiées. Souvent,
les études épidémiologiques évaluent uniquement la contamination par type de polluants ou
par famille de polluants, négligeant deés lors I'effet cocktail potentiel entre différents polluants.
De nouvelles méthodes statistiques permettent d’apprécier avec plus de puissance
I'importance de l'effet cocktail méme si ces approches demeurent encore trés complexes
aujourd’hui (159,160). Il est par conséquent nécessaire de poursuivre les études explorant

I'effet cocktail de plusieurs familles de polluants sur le diabéte de type 2.

Enfin, évaluer correctement I'exposition humaine est parfois hasardeuse. Si, pour certains
polluants comme les POP, l'analyse d'un échantillon sanguin reflete correctement Ia

contamination accumulée au fil du temps, il est difficile de mesurer avec précision I'exposition
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a des polluants dont la demi-vie métabolique est courte. Pour certains de ces composés, la
demi-vie biologique n’est que de quelques heures et les concentrations dans les prélevements
biologiques varient fortement dans une méme journée et I'analyse d’un échantillon reflete
uniquement la contamination des moments précédant le prélevement. Ceci peut évidemment

influencer les résultats et les conclusions des études (161,162).

Le design des études peut également avoir un impact sur les résultats observés. Pour des
raisons de facilité et de budget, de nombreuses études épidémiologiques sont transversales.
Ce type d’étude ne permet pas de déterminer le sens de la causalité d’une association
statistique. En cherchant a démontrer I'impact des polluants environnementaux sur le diabete,
on ne peut exclure les conséquences de celui-ci sur les parameétres pharmacocinétiques qui
caractérisent les polluants. Ainsi si une différence est mesurée entre les individus diabétiques
et les volontaires sains, il sera impossible de distinguer si c’est une cause ou une conséquence
de la maladie. L'étude transversale limite également le lien entre I'exposition et I'apparition de
la maladie. Les concentrations mesurées lors de I'étude peuvent différer des concentrations
auxquelles étaient exposés les individus lors du diagnostic de la pathologie étudiée. Les études
longitudinales permettent de répondre en partie a certaines de ces limitations mais sont plus

complexes a mettre en place.

Puisqu’il parait impossible de démontrer avec certitude la causalité entre I'exposition aux
perturbateurs endocriniens et I'apparition du diabéte de type 2 a l'aide d’une seule ou d’'une
poignée d’études épidémiologiques, il convient de multiplier le nombre d’études afin de
constituer la banque de données la plus large possible en agissant de maniere a réduire au

maximum les limitations de ces études.

Nous avons débuté ce travail par une revue de la littérature concernant le lien entre les
perturbateurs endocriniens et le DT2. Une synthese des données disponibles a fait I'objet
d’une publication dans la Revue Médicale de Liege en 2021. Nous résumons dans cette
publication le concept de perturbateurs endocriniens ainsi que leurs différents modes d’action
dans l'organisme. Les données in vitro, in vivo et épidémiologiques liant différentes familles de
molécules (bisphénols, parabénes, pesticides organophosphorés, POP et PFAS) et le DT2 y sont

résumées.
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LE DIABETE DE TYPE 2 ET LES POLLUANTS
CHIMIQUES DE L’ENVIRONNEMENT A EFFET
PERTURBATEUR ENDOCRINIEN

CLAESSENS J (1, 2), CHARLIER C (1, 2)

Resumé : Les perturbateurs endocriniens sont des pro-
duits chimiques ou molécules naturelles capables d'inter-
férer avec le systéme hormonal des organismes vivants.
Ces polluants peuvent entrainer I'apparition de pathologies
endocriniennes chez 'Homme ou chez 'animal. Dans cette
publication, nous envisagerons le role possible de certaines
familles de produits chimiques perturbateurs endocriniens
sur l'apparition du diabéte de type 2, pathologie dont la
prévalence est en forte augmentation au niveau mondial.

Mots-cLEs : Perturbateurs endocriniens - Diabéte de
type 2 - Polluants chimique - Perturbation métabolique

Au cours des dernieres décennies, la pro-
duction et l'utilisation de produits chimiques a
des fins agricoles, industrielles, médicales ou
de développement économique n’ont cessé
de croitre, entrainant une augmentation tres
significative de la pollution de I'environnement
associée a une exposition des individus et orga-
nismes vivants a ces polluants.

Les produits chimiques mis sur le marché
peuvent exercer des effets toxiques sur les orga-
nismes vivants. L'étude de I'impact sur ’'Homme
ou la nature de I'exposition aux substances
chimiques est 'objectif de la toxicologie environ-
nementale. Parmi les effets toxicologiques liés a
la présence de certaines de ces substances, on
peut observer divers effets perturbateurs endo-
criniens (PE). Ce concept de perturbateur endo-
crinien fut introduit dans les années 1990 par
Théodora Colborn qui, étudiant les effets des
produits chimiques sur les hormones, postula
que ces substances peuvent interagir avec les
systéemes hormonaux des organismes vivants.
En 2012, I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) a proposé une définition du PE comme
étant «une substance (ou un mélange exogene
de substances) qui altére les fonctions du sys-
téme endocrinien et induit en conséquence
des effets nocifs sur la santé d’'un organisme
intact (ou) de ses descendants» (p.11) (1). De
trés nombreux produits possedent un effet per-

(1) Service de Toxicologie clinique, médico-légale,
de I'Environnement et en Entreprise, CHU Liege,
Belgique.
(2) Centre Interfacultaire de Recherche du Médica-
ment, Département de Pharmacie, Liége Université,
Belgique.

TYPE 2 DIABETES AND ENDOCRINE DISRUPTING
ENVIRONMENTAL CHEMICAL POLLUTANTS

Summary : Endocrine disruptors are chemicals or natural
molecules able to interfere with the hormonal system of
living organisms. These pollutants can promote the emer-
gence of diseases of the endocrine system in humans or
animals. In this publication, we will focus on certain fami-
lies of endocrine disrupting chemicals that may contribute
to the development of type 2 diabetes, a disease whose
prevalence is increasing strongly in the world.

Kevworps : Endocrine disruptors - Type 2 diabetes -
Chemical pollutants - Metabolism disruption

turbateur endocrinien. Ce sont des molécules
chimiques synthétiques, des hormones natu-
relles, des médicaments, des produits de I'indus-
trie du plastique, des produits utilisés dans les
revétements antitaches ou imperméabilisants,
des conservateurs antimicrobiens, des pesti-
cides, etc. La présence pratiquement ubiquitaire
de ces substances dans notre environnement
nous expose quotidiennement a ces polluants.
Ceux-ci peuvent contaminer les individus par les
différentes voies d’absorption. La contamination
de I'alimentation ou de I'eau potable concerne la
voie de résorption digestive. L'absorption cuta-
née sera secondaire a I'application de produits
cosmeétiques, ou a I'utilisation de produits d’en-
tretien. La voie pulmonaire correspond a l'inha-
lation de poussiéres contaminées (1, 2).

Des substances reconnues comme pertur-
bateurs endocriniens avérés comme le dichlo-
rodiphényltrichloroéthane (DDT, pesticide
organochloré) ou les polychlorobiphényles
(PCBs), sont interdites dans nos pays depuis
plusieurs années. Mais leur capacité a se fixer
dans les graisses et leur résistance aux méca-
nismes de dégradation naturelle les rendent
persistantes dans I'environnement et dans les
organismes vivants pendant plusieurs généra-
tions. D’autres substances comme les bisphé-
nols ou les parabenes sont, a l'inverse, plus
fragiles et rapidement dégradées dans I'envi-
ronnement, ou métabolisées et éliminées par
I'organisme dans les quelques heures suivant
leur absorption. Mais malgré cette faible réma-
nence, 'omniprésence de ces substances (ali-
mentation, produits cosmétiques), rapidement
métabolisées et éliminées dans notre envi-
ronnement, rend I'exposition des organismes
vivants quasi permanente (2).

” 8 Rev Med Liege 2021; 76 : 2 : 105-110
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MobpEs D’AcCTION

La toxicité des PEs résulte souvent de méca-
nismes biochimiques complexes d’interactions
avec le systéeme hormonal. Un PE peut agir
directement sur le récepteur de ’hormone avec
effet agoniste, antagoniste, agoniste partiel ou
agoniste inverse. Le PE peut également inter-
agir avec un récepteur orphelin (AhR) ou avec
n'importe quelle protéine responsable de la libé-
ration, du transport ou de la production de I'hor-
mone. |l peut également perturber la production
et la signalisation des seconds messagers. A
plusieurs reprises, on a montré que les PEs
peuvent altérer le génome par des mécanismes
épigénétiques et réguler I'expression de genes.
La toxicité des PEs ne repose pas sur un effet
dose-dépendant, mais s’explique par une modi-
fication intrinséque de 'homéostasie de I'orga-
nisme qui peut apparaitre plusieurs années
apres I'exposition, et parfois se transmettre sur
plusieurs générations. Enfin, on peut obser-
ver des effets sans seuil (ou I'effet est di a la
seule présence du PE) ou encore des réponses
«dose-effet» non linéaires (1, 2)

Pour comprendre les effets des PEs sur I'or-
ganisme, il faut aussi tenir compte de la fenétre
d’exposition de l'individu au polluant chimique.
En effet, certaines périodes de la vie sont plus
vulnérables aux effets des PEs en raison de
I'immaturité des systémes de I'organisme. Ces
périodes correspondent a des moments (ges-
tation, petite enfance) ou les mécanismes hor-
monaux sont nombreux et déterminants pour le
reste de la vie de l'individu (1, 2). L’étude de la
toxicité des PEs doit également tenir compte de
I'exposition a un grand nombre différent de subs-
tances chimiques qui peuvent étre de structures
ou de familles trés éloignées, alors que leurs
cibles sont identiques. Ces combinaisons de
substances peuvent entrainer différents effets :
additif, synergique, antagoniste, ou potentialisa-
tion de I'effet d’autres substances. Ces interac-
tions entre plusieurs substances sont appelées
«effet cocktail» (1).

A ce jour, il nexiste pas de classification offi-
cielle concernant la dangerosité des PEs et de
leur risque pour la santé des individus. Mais,
récemment, Karthikeyan et coll. ont proposé
une classification en quatre catégories en fonc-
tion des indices témoins de leur toxicité. Leur
action peut avoir été observée in vivo chez des
étres humains (catégorie 1), in vivo chez des
rongeurs et in vitro dans des expériences avec
des cellules humaines (catégorie Il), unique-
ment in vivo chez des rongeurs (catégorie ll),
uniquement in vitro avec des cellules humaines

(catégorie V). Les substances de la catégorie
| possédent le plus haut niveau de preuve de
toxicité. Ce niveau de preuve décroit ensuite
jusqu’a la catégorie 1V (3).

RELATION DE CAUSALITE ENTRE
PE ET DIABETE DE TYPE 2

Aujourd’hui, la prévalence du diabéte de type
2 (DT2) a fortement augmenté, dépassant lar-
gement les prévisions de 'OMS. Ainsi, en 2000,
'OMS estimait a 330 millions de personnes le
nombre de diabétiques en 2030. Or, en 2014,
422 millions de personnes étaient atteintes de
DT2 dans le monde (4). En Belgique, I'Institut
scientifique de Santé publique Sciensano rap-
porte que 6,3 % de la population belge souffre
de diabéete. Cette maladie serait massivement
méconnue et l'incidence réelle du diabéte en
Belgique serait de 10 %. Il existe aussi une
répartition linguistique différente. La Wallonie
serait plus touchée que Bruxelles et la Flandre,
avec une incidence de 76 habitants/1.000. Enfin,
en Wallonie, l'incidence du DT2 est la plus forte
dans le bassin liégeois avec une incidence de
93 cas/1.000 habitants (5).

Le DT2 est une maladie métabolique endo-
crine chronique complexe se caractérisant par
une hyperglycémie résultant d’'un déficit de
sécrétion d’insuline, ou d’'un déficit de son action
ou, le plus souvent, de la combinaison des deux
effets (6, 7). Les signes cliniques de la maladie
diabétique sont généralement précédés d’un
état de diminution de la tolérance au glucose,
dénommé parfois pré-diabéte. Sans prise en
charge médicale avec adaptation de mesures
hygiéno-diététiques, ou instauration d’un trai-
tement médicamenteux, le DT2 peut mener a
de multiples complications dont la rétinopathie,
I'insuffisance rénale, des troubles circulatoires,
une augmentation du risque d’infarctus du myo-
carde, la neuropathie (4).

L’augmentation de l'incidence du diabéte
observée ces derniéres années dépend de
causes complexes et multifactorielles. Les prin-
cipaux facteurs de risques sont la malnutrition,
I'obésité et le manque d’activité physique, mais
seuls, ces facteurs ne peuvent pas expliquer une
telle augmentation d’incidence ni I'apparition a
un age plus précoce de la pathologie. Depuis
quelques années, certaines hypotheses rela-
tives a des facteurs de risques «non convention-
nels» favorisant le diabéte ont suscité I'attention
de nombreuses recherches. On citera l'influence
du microbiote, le stress, la micro-nutrition ou les
polluants chimiques a effet PE (8, 9). Cette der-
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niére hypothése est corroborée par des études
in vitro chez I'animal ou sur culture de cellules
humaines qui permettent d’identifier les cibles
des PEs dans l'organisme. Les études épidé-
miologiques permettent, quant a elles, d’évaluer
plus correctement l'influence des PEs sur I'état
sanitaire d’'une population.

Chez 'Homme, les différents indices suggé-
rant une corrélation entre la contamination par
les PEs et I'incidence croissante du diabéte sont
apparus a la suite d’'une exposition accidentelle
d’individus a différents polluants chimiques,
notamment chez les vétérans de la guerre du
Vietnam exposés durant les années 60 aux pes-
ticides de type organochlorés (10). Une autre
corrélation est soupgonnée chez une popula-
tion exposée aux composés organiques poly-
chlorés aprés l'incident de 'usine chimique de
Seveso en ltalie, population au sein de laquelle
on observe également une augmentation de
I'incidence du diabéte (11). Enfin, plus récem-
ment, différentes études réalisées sur la cohorte
National Health and Nutrition Examination Sur-
vey (NHANES) aux Etats-Unis ont montré que
les personnes souffrant de diabéte présentent
régulierement des taux supérieurs a ceux rele-
vés dans les populations témoins pour plusieurs
polluants organiques persistants. En 2002, une
premiere étude de corrélation sur cette cohorte,
montre que 6 polluants chimiques PEs sont
positivement associés au diabéte (1). En 2007,
cette cohorte a fait I'objet d’'une nouvelle étude
ou plus de polluants organiques persistants sont
étudiés. Les résultats montrent que I'exposition
a différentes familles de composés (pesticides
organochlorés, dioxines, PCB,...) peut favoriser
I'émergence du diabete (12).

LEs PRODUITS

POLLUANTS ORGANIQUES NON PERSISTANTS

Les polluants non persistants comprennent
un trés grand nombre de classes de composés
chimiques (pesticides organophosphates) et
composés plastifiants (bisphénols, phtalates),
mais également des agents conservateurs anti-
microbiens comme les parabenes.

BispHENOL A

Le bisphénol A (BPA), qui est le plus étudié de
tous les bisphénols, a été initialement développé
pour ses propriétés pharmacochimiques en rai-
son de ses caractéristiques cestrogéniques. Son
utilisation pharmacologique a été abandonnée
et le BPA fut récupéré par I'industrie pour ses

propriétés plastifiantes. Présent dans les plas-
tiques rigides de type polycarbonate, les résines
époxy des boites de conserves, les «compact
discs», ou encore dans certains implants utili-
sés en dentisterie, le bisphénol est le produit
chimique le plus fabriqué dans le monde. De
nombreuses études ont permis de mettre en
évidence la toxicité du bisphénol sur différents
systémes de I'organisme, notamment au niveau
du systéme reproducteur. Le BPA posséde des
propriétés cestrogéniques qui lui permettent de
se lier aux récepteurs aux cestrogénes ERa et
ERPB dont la modulation de I'activité semble per-
turber le métabolisme du glucose (1).

Chez I'animal, le bisphénol entraine une
altération des mécanismes hormonaux et une
souris exposée au BPA sur une longue durée
développe une hyper-insulinémie et une ano-
malie des tests de tolérance au glucose (13).
Parallélement, toujours chez la souris, I'exposi-
tion au bisphénol A durant la gestation a montré
des changements dans ses habitudes alimen-
taires et son métabolisme, ce qui suggere une
influence du BPA sur les états métaboliques de
I'organisme et sur I'apparition de pathologies
associées (14).

En 2018, une étude réalisée en Chine montre
que le taux de bisphénol A est plus élevé chez les
sujets diabétiques par rapport aux individus non
diabétiques (502 paires cas-contrdles) (15). Une
autre étude, réalisée en Corée en 2013, montre
une augmentation de la concentration en bis-
phénol A dans la population diabétique. Apres
ajustement des résultats, I'odds ratio du risque
de développer un diabete se montre supérieur
pour les parties de population les plus contami-
nées par le BPA, sans cependant révéler une
association positive et significative franche (16).
En 2014, une étude américaine sur la cohorte
Nurses’ Health Study suggére que I'exposition
au bisphénol A peut étre associée a un risque
accru de développer un DT2 (17).

LEs PARABENES

Les parabénes sont des composés largement
utilisés, notamment comme agents conser-
vateurs antimicrobiens dans les cosmétiques,
les médicaments, ou encore I'alimentation. La
toxicité de ces composés chimiques a été de
plus en plus étudiée en raison de leur utilisa-
tion massive dans différents secteurs, méme si
les données épidémiologiques sont relativement
peu nombreuses. Au niveau de leur action sur
le systéme endocrinien, les parabénes possé-
deraient des propriétés cestrogéniques, ce qui
pourrait modifier le métabolisme du glucose
(18).
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En 2018, une étude a montré que les concen-
trations en parabénes étaient supérieures dans
la population diabétique par rapport a la popula-
tion non diabétique (19). Une autre étude a sug-
géré que les parabénes constituaient un facteur
de risque de développer un diabete gestation-
nel. L'éthylparabéne serait la substance la plus
incriminée (20).

Dans une population de 27 patients, il a
été montré que les taux de méthylparabéne
et de parabénes totaux étaient associés a la
concentration de messagers intervenant dans
la régulation de la balance énergétique, comme
certaines adipokines, suggérant une action obé-
sogene des parabénes (21).

LEs PESTICIDES ORGANOPHOSPHORES

L'utilisation de pesticides organophosphorés
appartenant a la famille des polluants orga-
niques non persistants a fortement augmenté,
en alternative aux pesticides organochlorés de
forte rémanence, notamment dans les milieux
agricoles. Une exposition aigué aux organo-
phosphorés entraine une hyperglycémie. Qu’'en
est-il des effets d’'une exposition chronique et
sub-chronique sur le métabolisme du glucose ?
Le malathion, chef de file des organophospho-
rés, peut augmenter la concentration sanguine
de glucose et d’insuline ainsi que modifier le
fonctionnement d’enzymes responsables de la
glycogénolyse, de la glycolyse et de la néoglu-
cogenése (22).

Chez I'animal, la contamination par les orga-
nophosphorés peut conduire au gain de poids,
affecter le métabolisme du glucose et le fonc-
tionnement des enzymes clés du métabolisme
glucidique. Une équipe multi-disciplinaire de
I'Université d’Anvers s’est intéressée a cette
problématique il y a quelques années. Elle a
montré un risque accru d’adiposité viscérale
(23), une atteinte de l'insulinosécrétion (24) et
une augmentation de linsulinorésistance (25).
Tous ces facteurs augmentent le risque de
développer un DT2.

Diverses études épidémiologiques témoignent
de linfluence des organophosphorés sur la
santé publique. En Thailande, I'exposition aux
pesticides organophosphorés est accusée de
favoriser 'émergence du diabéte (26). Chez
des épouses de fermiers américains, I'exposi-
tion a trois pesticides organophosphorés accen-
tue le risque de développer une modification
du métabolisme glucidique (27). En 2012, une
étude chez des fermiers égyptiens a montré
une corrélation positive entre le malathion et
I'insulinorésistance (28). En Iran, une étude épi-
démiologique a établi que le nombre d’années

d’exposition aux organophosphorés était corrélé
aux anomalies du test de tolérance au glucose
(29).

Cependant, la métabolisation et I'élimination
rapide par I'organisme des dérivés organophos-
phorés diminuent le temps d’exposition, ce qui
constitue une difficulté d’évaluation de la conta-
mination chronique lors d’'un biomonitoring ou
d’une étude épidémiologique. Aussi, il faut faire
preuve d’'une grande prudence dans l'interpré-
tation des études disponibles chez I'animal et
chez I'Homme (2).

POLLUANTS ORGANIQUES PERSISTANTS

Parmi les polluants organiques persistants
(POPs) les plus étudiés, on peut citer les com-
posés polychlorés organiques tels que les
dioxines, les diphényles polychlorés (PCBs)
ou encore le DDT. Bien que I'utilisation de ces
composés soit interdite dans nos pays depuis
plusieurs années, ceux-ci restent des polluants
majeurs pour 'Homme en raison de leur trés
faible élimination (1).

Quel lien peut exister entre la présence de
dérivés organochlorés et le diabéte de type 2 ?

L'influence des PCBs sur le métabolisme
glucidique se traduit par la perturbation de la
sécrétion d’insuline liée a l'altération du fonction-
nement des cellules B des ilots de Langerhans.
Une exposition chronique aux POPs pourrait
également favoriser une insulinorésistance (30).

Les premieres données épidémiologiques
concernant I'exposition aux polluants chlorés
et le DT2 ont été rapportées par I'étude de la
population ayant subi la guerre du Vietnam et
par celle ayant da affronter I'accident chimique
de Seveso (8, 9). En 2020, une étude a mon-
tré que la concentration en PCB était plus éle-
vée chez une population diabétique que chez
les volontaires sains (31). Ces résultats sont
en accord avec ceux observés en Espagne ou
le DDE (dichlorodiphényldichloroéthyléne), les
PCBs 118 et 153 ont été corrélés au DT2. Lors
de cette méme étude, les auteurs ont pu asso-
cier le DDE a un taux de glucose a jeun supé-
rieur a la valeur de référence (32). Sur cette
base, I'hypothése selon laquelle I'exposition aux
composés organochlorés persistants peut favo-
riser I'émergence du DT2 est réaliste.

LEsS cOMPOSES PERFLUORES

Cette famille de composés chimiques est divi-
sée en différentes sous-familles, les perfluorés
carboxyles, les perfluorés acides, ou encore,
les perfluorés sulfonisés. Ces composés per-
fluorés tensio-actifs sont utilisés dans I'industrie
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textiie comme imperméabilisants, composés
antitaches ou anti-adhérents. On en retrouve
également dans les peintures, cosmétiques ou
mousses anti-flammes. Les PFCs sont des pro-
duits trés rémanents, ce qui laisse envisager
une toxicité chronique.

Les données épidémiologiques montrant une
relation entre les composés perfluorés et le DT2
sont assez rares. Ces composés chimiques
posséderaient une similitude de structure avec
les activateurs des récepteurs PPAR, récep-
teurs dont dépendent la balance énergétique
de I'organisme, le métabolisme des lipides ainsi
que I'homéostasie de la glycémie (33). Une
exposition a de petites doses de PFCs semble
augmenter sensiblement les niveaux sériques
d’insuline (34). L'exposition d’un individu au per-
fluorooctanesulfonique (PFOS) dans les stades
précoces de développement et pendant la ges-
tation pourrait produire de l'intolérance au glu-
cose et de I'insulinorésistance (35).

En 2018, une étude prospective réalisée sur
la cohorte Nurses’ Health Study Il montre une
association positive entre le risque de dévelop-
per un DT2 et la contamination par le PFOS et
I'acide perfluorooctanoique (PFOA) (36). Ces
résultats renforcent les conclusions de Chris-
tensen et coll. qui montrent que plusieurs com-
posés de la famille des PFCs sont associés au
diabete et pré-diabete (37). Mais d’autres résul-
tats conduisent a des observations différentes,
comme le montre I'étude de Donat-Vargas et
coll. qui a montré une corrélation inverse (33).

ConNcLUsION

L’incidence des maladies métaboliques endo-
crines comme le DT2 n'a cessé de croitre ces
derniéres années. Cette augmentation ne pou-
vant simplement étre expliquée par des modifi-
cations des habitudes de vie et alimentaires, la
piste d'autres facteurs de risques est privilégiée.
L'exposition a différents polluants chimiques a
également augmenté drastiquement depuis le
début de I'ere industrielle, faisant de I'exposi-
tion aux polluants chimiques a effet PE l'une
des hypothéses justifiant 'augmentation du DT2
dans la population.

L'implication des PEs dans la physiopatholo-
gie du DT2 a été de nombreuses fois étudiée
in vivo et in vitro, permettant d’apprécier le réle
et les cibles des PEs dans I'organisme. Cepen-
dant, démontrer formellement I'implication des
PEs dans la physiopathologie du diabete reste
trés compliqué. En effet, lors de l'interprétation
des résultats d’étude, il faut veiller a ne pas

confondre corrélation et causalité, mais égale-
ment tenir compte de la grande variété de subs-
tances chimiques auxquelles I'organisme est
exposeé.

Enquéter sur I'effet des produits PE sur la pré-
valence du diabéte est donc un objectif pertinent
en termes de santé publique et une étude cas-
témoins avec cet objectif a débuté dans notre
service hospitalo-universitaire.
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L'exposition aux produits chimiques est ubiquitaire et concerne toute la population. Les études
menées in vitro et in vivo en laboratoire ont montré que certains de ces composés chimiques
a effets perturbateurs endocriniens exercent une influence sur le métabolisme du glucose et

sur I'apparition du DT2.

Lobjectif de ce travail est de contribuer a I'étude de I'influence de certains produits chimiques
perturbateurs endocriniens sur l'incidence du diabéte de type 2 en essayant de prendre en

compte au mieux les diverses limitations des études épidémiologiques transversales.
Ce travail comprend plusieurs parties :

1. Pour les POP, mesurer la contamination dans un échantillon sanguin est bien adapté
pour évaluer I'exposition chronique. Cependant, pour les polluants non persistants, le
choix de [I'échantillon a prélever est plus difficile. Si la plupart des études
épidémiologiques ont recours a I'analyse d’un prélévement unique d’urine, ce choix
n‘est pas parfait en raison de la grande variabilité des concentrations dans ce milieu,
parfois pour un méme individu. D’autres travaux font appel a I'analyse de prélevements
urinaires réalisés sur 24 heures ou sur plusieurs jours, mais cette approche rend trés
compliqué le recrutement de volontaires. Enfin, depuis quelques années, des
publications ont proposé d’utiliser le cheveu comme matrice biologique.

Nos premiers essais ont consisté a comparer les informations apportées par l'analyse
de polluants non persistants dans différentes matrices.

2. Nous avons mené une étude visant a rechercher I'éventuelle association entre
I'exposition a plusieurs polluants a effets perturbateurs endocriniens et la survenue du
DT2.

3. Nous avons investigué les conséquences de l'exposition simultanée a de multiples

polluants en utilisant des modeles statistiques appropriés.
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Pour mettre en évidence la contamination d’individus lors d’études épidémiologiques,
différents outils sont a notre disposition. Nous pouvons avoir recours a des questionnaires sur
les habitudes de vie susceptibles d’influencer I'exposition aux contaminants ou apprécier
indirectement la contamination de I'environnement par les produits chimiques en les
guantifiant par exemple, dans les poussieres de maison, les denrées alimentaires, ou le sol de
différentes localisations. Cependant, la méthode que nous pensons la plus pertinente consiste
a mesurer les concentrations des polluants directement dans les matrices biologiques comme

le sang, I'urine, le lait maternel, les graisses, etc.

Utilisé depuis de nombreuses années, le sang est en général considéré comme la matrice de
référence notamment en raison de son contact avec tous les tissus du corps humain. Cette
matrice est particulierement adaptée pour le biomonitoring des composés persistants comme
les PCB ou les PFAS pour lesquels la mesure d’un seul échantillon sanguin reflete en général la

contamination cumulée sur plusieurs années pour ce type de composés (161-163).

Lors de nos recherches bibliographiques, nous avons constaté que plusieurs polluants
potentiellement diabétogenes appartenaient a la famille des polluants non persistants. Le
biomonitoring de ce genre de composés se fait en général en mesurant la concentration de
ces polluants ou de leurs métabolites dans I'urine. Cette méthode de biomonitoring présente
certains avantages, comme la facilité de recueillir les échantillons. Cependant, la variabilité
intra-individuelle des concentrations en nPOP dans cette matrice peut étre une source de biais
lorsque l'on vise a mettre en évidence le lien entre les concentrations urinaires des polluants
avec une pathologie (161). Dans le but de réduire I'impact de la variabilité des concentrations,
différentes stratégies ont été mises en place afin de mettre en évidence la contamination
globale des individus par les nPOP. Certains auteurs ont étudié |'utilisation de la collecte des
urines de 24h ou de plusieurs échantillons urinaires recueillis sur plusieurs jours (164,165).
Cependant ces stratégies ne garantissent pas une réduction suffisante de la variabilité intra-
individuelle pour certains composés comme les bisphénols. De plus, ces types de
prélevements sont beaucoup plus contraignants a récolter ce qui représente un frein a la

participation de volontaires aux études.

Dés lors, une autre solution proposée est I'utilisation de matrices alternatives comme les
cheveux ou les ongles afin d’y mesurer la concentration des polluants (166—169). Les cheveux

sont utilisés depuis de nombreuses années en toxicologie médico-légale et clinique pour
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évaluer la consommation passée de substances stupéfiantes ou de médicaments (167,170).
En effet, apres leur absorption dans l'organisme, les molécules exogénes sont incorporées dans
le cheveu par diffusion depuis les capillaires sanguins entourant le follicule capillaire. Il est
alors possible d’y mesurer leurs concentrations jusqu’a plusieurs mois apres I'exposition, tant
gue les cheveux n‘ont pas été coupés (168,170). L'intérét pour le cheveu en toxicologie
environnementale est plus récent. Au cours de ces deux dernieres décennies, différentes
substances ont été mesurées dans les cheveux parmi lesquelles, des PCB, des PFAS, des
bisphénols, des pesticides, etc. Lhypothése supportant cette méthode est que les polluants
environnementaux, tout comme les médicaments ou les produits stupéfiants, sont incorporés
dans la racine du cheveu depuis la circulation sanguine. L'exposition aux polluants
environnementaux étant quasi continue, le cheveu offrirait un effet mémoire permettant de
retracer la contamination interne passée en fonction de sa longueur. Avec une croissance
moyenne d’un centimétre par mois, le cheveu permettrait d’estimer I'exposition sur plusieurs
mois, voire plusieurs années, bien qu’en pratique, la mesure de I'exposition sur de trés longues
périodes nécessiterait des longueurs de cheveux exceptionnelles. De plus, la récolte de
cheveux est une technique non invasive qui ne nécessite pas la présence d’'une équipe
médicale pour le prélevement. Un autre avantage est que les échantillons capillaires ne
doivent en général pas étre conservés dans des conditions critiques (167). Cependant,
I'utilisation du cheveu en toxicologie environnementale se heurte a certaines difficultés. Si en
toxicologie clinigue ou médico-légale, la contamination externe est peu probable du fait de
I'absence des produits recherchés dans I'environnement général, lors de la mesure de
polluants environnementaux la contamination externe représente une source potentielle de
biais car les molécules présentes dans l'air, les poussiéres, ou encore les différents produits
appliqués sur le cheveu, pourraient pénétrer au cceur de la matrice (168,171). La
concentration dans le cheveu ne serait alors pas parfaitement la représentation de I'exposition

interne.

En préambule de notre travail sur le diabéte, nous nous sommes intéressés a 'utilisation de
cette matrice alternative pour la mesure des polluants environnementaux non persistants afin

de répondre a la question du type de prélévement a utiliser.
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3.1 Mise au point d’'une méthode analytique pour la mesure de

polluants persistants et non persistants dans le cheveu

Le laboratoire ne disposant pas de méthode d’analyse de différentes familles de polluants dans
les cheveux, nous avons optimisé, validé et appliqué une méthode d’analyse de deux
bisphénols, trois parabénes et huit PFAS dans les cheveux en utilisant les technologies les plus
appropriées. Ensuite, nous avons mesuré pour la premiére fois les concentrations de ces

polluants dans les cheveux d’une population Wallonne.

La méthode d’analyse développée est basée sur la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse et est applicable a un grand nombre d’échantillons. Les échantillons
capillaires sont prélevés a 'arriere du crane, dans la zone occipitale, au plus prés de la peau.
Afin de limiter au maximum I'impact de la contamination externe, les échantillons sont ensuite
lavés successivement dans un bain de sodium dodécyl sulfate (un tensioactif) et deux bains

d’eau.

Lextraction se fait par incubation des cheveux dans différents milieux. En résumé, les
échantillons sont incubés pendant 12 heures a 38 °C dans un mélange de méthanol et d’acide
acétique. Cette incubation en milieu acide doit permettre I'extraction des composés hors de la
matrice. Apres cette étape, de I'acétone est ajoutée au mélange et les échantillons sont passés
dans bain a ultrasons pour 15 minutes. Le surnageant est ensuite récupéré et évaporé sous
azote. L'extrait est alors dilué dans un mélange d’acétate d'ammonium et de méthanol avant
analyse en chromatographie liquide ultra haute performance (UHPLC) couplée a un

spectrometre de masse triple quadripdle.

La méthode a été rigoureusement validée selon l'approche de l'erreur totale de fagon a
atteindre les exigences de la norme ISO 17025 en suivant les directives de la Société Frangaise
des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (172). Les valeurs des limites de quantification
(LOQ) basse et haute ont été fixées en accord avec les données de la littérature (173). Elles
tiennent compte des différents niveaux de contamination attendus pour les polluants dans les
cheveux, qui varient pour chague molécule en fonction notamment des voies d’exposition
propres a chaque composé (alimentaire pour les bisphénols et les PFAS, dermique pour les
parabenes), ainsi (pour la LOQ) que d'un éventuel bruit de fond observé lors de la mise au

point de la méthode analytique.
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Apres la validation, nous avons appliqué cette méthode a un panel de 114 individus vivant en
région liégeoise sans exposition particuliere. Les objectifs de cette étude étaient multiples :
premiérement, vérifier la faisabilité de I'application de la méthode a un grand nombre
d’individus. Le second objectif était d’établir des « valeurs de référence » pour la matrice
cheveu dans notre population car il n’en n’existait alors pas en Wallonie. De plus, les
participants ayant répondu a plusieurs questions concernant certains parametres personnels
(age, sexe, ...) et sur l'utilisation de traitements capillaires, cette étude nous a permis d’évaluer

I'impact de ces parametres sur la contamination capillaire de notre population.

Les détails de l'optimisation de la méthode ainsi que les résultats de cette étude sur le cheveu

sur une population liégeoise sont disponibles dans la publication 2.
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Today, the interest in hair as alternative matrix for human biomonitoring of environmental pollutants has increased, but
available data on chemical levels in hair remain scarce. In this study, the measurement of 2 bisphenols (A and S), 3
parabens (methyl-, ethyl- and propylparabens) and 8 perfluroralkyl compounds (PFCs) namely perfluoroctanesulfonate
(PFOS), perfluorohexanesulfonate (PFHxS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorononanoic acid (PFNA),
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perfluorohexanoic acid (PFHxA) was carried out, using a thoroughly validated UPLC-MS/MS method, in the hair from
114 adults living in Liege (Belgium) and surrounding areas. The most frequently quantified compounds in the population
were: bisphenol S (97.4%, median = 31.9 pgmg '), methylparaben (94.7%, median = 28.9 pgmg "), bisphenol A
(93.9%, median = 46.6 pgmg ~ 1), ethylparaben (66.7%, median = 5.2 pgmg '), propylparaben (54.8%, median =
16.4 pgmg ") and PFOA (46.4%, median < 0.2 pgmg ). The other PFCs were detected only in few samples although
current exposure of the Belgian population to PFCs was previously demonstrated using blood analyses. Nonparametric sta-
tistical analyses were performed to evaluate the influence of gender, hair treatments and hair length, but no significant
difference was observed. Only age was positively correlated with the propylparaben contamination. Although blood
seems to remain more suitable for PFCs exposure assessment, the results of this study suggest that hair can be an appro-
priate matrix for biomonitoring of organic pollutants such as parabens or bisphenols.

1. Introduction

Some of these chemicals are reported to disrupt hormonal systems of living
organisms. Nowadays, more than 800 man-made chemicals are known or

suspected to act as endocrine disrupting chemicals (EDC) including a
wide variety of products such as pesticides, plasticizers, product additives,

Since the last decades, humans have been exposed to a growing number
of chemical substances present in the industrial and domestic environment.

* Corresponding author at: University of Liege, CHU (B35), avenue de I'Hopital, 1, 4000, Liege, Belgium.
E-mail address: julien.claessens@uliege.be (J. Claessens).
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personal care product ingredients, pharmaceuticals, etc. (Bergman et al.,
2012; Gore et al., 2015) .

These last fifty years, perfluororalkyl compounds (PFCs) have been
widely used in different types of products, for industrial and domestic
uses. The chemical structure of PFCs confers them particular properties
including water and oil repellence, thermal stability, and surfactant
properties (Gomis et al., 2018; Ritscher et al., 2018). Since the early
2000's PFCs have become a great cause of concern in term of toxicity
and health as they are largely distributed in the environment.
Significant concentrations of PFCs have been found in human serum
(ng'mL~!) demonstrating the wide human exposure (Bartolomé et al.,
2017; CDC, 2019; Coakley et al., 2018; Colles et al., 2020; Ledda
et al., 2018; Norén et al., 2021; Pirard et al., 2020; Polachova et al.,
2021). Number of toxic effects (altered hepatic function, influence on
body weight, ...) have been input to PFCs (Lindstrom et al., 2011).
They are categorized as persistent organic pollutants (POPs) and are
under regulations in several countries. In Europe perfluorooctanoic
acid (PFOA) production is banned since 2020 and European Food Safety
Authority (EFSA) sets the tolerable weekly intake rates at 13 and
6 ng/kg body weight for perfluoroctanesulfonate (PFOS) and PFOA re-
spectively (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2018;
EU, 2016a; Knutsen et al., 2018). Food intakes is the principal route of
exposure to PFCs although human are also exposed by inhalation or in-
gestion of house dusts (Pirard et al., 2020).

Bisphenol A (BPA) is principally used for its plasticizing properties and
is present in polycarbonate food containers, epoxy resins which coat con-
serve cans, dental implants and other plastic devices such as toys or com-
pact discs (Ma et al., 2019; Ye et al., 2015). Humans are mainly exposed
to BPA by ingestion of contaminated food but also by inhalation of house
dusts and by dermal contamination (Ma et al., 2019; Rochester, 2013).
BPA is an estrogenic compound (Vandenberg et al., 2014; Vinas et al.,
2012) and its reported health effects are various and targeted different en-
docrine systems (Anddjar et al., 2019; Heindel et al., 2020; Liu et al., 2021;
Ma et al., 2019; Rochester, 2013). Because of wide exposure and associated
health effects, BPA is now submitted to different regulations. BPA is banned
from the composition of feeding bottle or drinking cup intended for infant
and since 2011, has been phased out from thermal paper. In other devices,
authorization of BPA is subject to the specific migration limit of 0.6 mg of
BPA per kg of food (EU, 2011, 2016b, 2018).

Due to these regulations, in some applications, industrials tend to re-
place BPA by its sulfonyl analogue: bisphenol S (BPS) (Banaderakhshan
et al., 2022; Moon, 2019). BPS is largely present in the environment and
people are exposed on a daily basis although safety profile of BPS hasn't
been fully assessed yet (Eladak et al., 2015; Wang et al., 2019; Wu et al.,
2018). First toxicological studies on BPS effects seem to suggest similar-
to-worth harmful health impacts than those observed for BPA (Debost-
Legrand et al., 2016; Rochester and Bolden, 2015; Rosenmai et al., 2014;
Zalmanovi et al., 2016). BPS is reported to disrupt endocrine systems, to
promote oxidative stress and obesity. Exposure to BPS may thus be poten-
tially harmful for health (Eladak et al., 2015; Wu et al., 2018).

Parabens are frequently used chemicals especially for their anti-
microbial conservative properties and are largely present in cosmetics and
personal care products. Parabens are also found in food or medical drugs
(Cherian et al., 2020; Karpuzoglu et al., 2013). The main exposure route
is through dermal application of parabens-containing products, but inhala-
tion and ingestion are other possible routes of exposure (Hong et al., 2021;
Wei et al., 2021). Parabens have been reported as weak endocrine
disruptors with effects on estrogen signaling pathways and action on hor-
mones (adipsine, leptin) or receptors involved in metabolic and energy bal-
ance suggesting the obesogenic potential of these compounds (Boberg
et al., 2010; Darbre, 2017; Lincho et al., 2021; Sramkova et al., 2019).
Parabens are restricted in cosmetic products at a concentrations of 0.4%
for single use and of 0.8% as mixture (EU, 2014).

Today, human biomonitoring is generally performed using blood or
urine. Due to its contact with the whole organism, blood is generally consid-
ered as the reference matrix and to reflect cumulative exposure especially
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for persistent pollutants such as PFCs (Alves et al., 2014; WHO, 2015). On
the other hand, urine is largely used for the biomonitoring of rapidly elim-
inated substances such as bisphenols or parabens because of the higher con-
centration of the compound or its metabolites and the easiness of collection
(Alves et al., 2014; WHO, 2015). Besides these two main matrices, over the
last ten years, hair has gained attention as a novel matrix for biomonitoring
of organic pollutants (Appenzeller, 2015). Hair offers many advantages
such as the easiness of sample collection, the stability of sample storage
and an extended detection window from month to years depending on
hair length (Appenzeller and Tsatsakis, 2012; Schramm, 2008). This latter
property is particularly interesting for the biomonitoring of rapidly elimi-
nated substances such as bisphenols and parabens for which conventional
biological fluids only provide information on recent exposure and are sub-
ject to a high temporal variability (Dewalque et al., 2014; Fays et al., 2020;
LaKind et al., 2019). Indeed hair has been reported to be less sensible to in-
traindividual temporal variability of non-persistent organic pollutants and
suitable to assess their short or long term exposure (Béranger et al., 2018;
Féys et al., 2021).

Analyses of environmental pollutants in hair include a wide
variety organic compounds among which polychlorinated biphenyls,
polybrominated diphenyl ethers, polycyclic aromatic hydrocarbons,
pesticides, bisphenols, parabens or PFCs (Alves et al., 2015; Iglesias-
Gonzélez et al., 2020; Karzi et al., 2019, 2018; Katsikantami et al.,
2020; Martin et al., 2019; Palazzi et al., 2018). Even though this last de-
cade the number of studies on hair contamination has increased, some
pollutants are still poorly studied in hair and number of regions of the
world remain uncovered. Moreover, due to the frequent small-scale of
the studies, few reference values have been established in general pop-
ulations. Therefore, there is a need of performing biomonitoring studies
in different regions and by different laboratories to enhance available
data and allow the comparison of contamination levels between differ-
ent populations and subpopulations.

The aims of this work were thus to provide data of contamination levels
of 13 endocrine disrupting chemicals by measuring 8 PFCs, 2 bisphenols
and 3 parabens in the hair of non-occupationally exposed adults living in
Liege (Wallonia, Belgium), and to evaluate the suitability of using hair ma-
trix for exposure assessment of these contaminants for further large-scale
biomonitoring studies.

2. Materials and method
2.1. Chemicals and reagents

Solutions of perfluoroctanesulfonate (PFOS), perfluorohexanesulfonate
(PFHXxS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorononanoic acid (PFNA),
perfluorodecanoic acid (PFDA), perfluroroheptanoic acid (PFHpA),
perfluoropentanoic acid (PFPeA), perfluorohexanoic acid (PFHxA) and
their corresponding C,; mass labelled isotopes were purchased from
Wellington laboratories, Inc. (Ontario, Canada). Bisphenol S (BPS),
ethylparaben (EtP) and n-propylparaben (PrP) were purchased from
Sigma Aldrich® (St Louis, MO, USA), BPS-Dg was bought from Chiron
AS® (NO-7041, Trondheim, Norway) and Bisphenol A (BPA) and
Bisphenol A-D;4 were obtained from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Ausburg,
Germany). Methylparaben (MeP) and '*Cg-methylparaben were supplied
by Cambridge Isotope Laboratories, while deuterated n-propylparaben
(2,3,5,6-d4) and ethylparaben (2,3,5,6-d;) were obtained from C/D/N
Isotopes Inc. (Quebec, Canada). Methylparaben standard, mass-labelled
methyl-, ethyl-, propyl-parabens isotopes and all PFCs standards were ob-
tained as solutions while other standards were purchased as crystalline
powder.

Analytical grade acetone and acetic acid (HAc) were bought from
Macron Fine Chemicals (Gliwice, Poland). LC-MS Grade methanol
(MeOH) and water were bought from JT Baker (Deventer, The Netherland),
sodium dodecyl sulphate (SDS) (for analysis) was obtained from Sigma
Aldrich (Germany) and Emsure grade ammonium acetate from Merck
(Armstadt, Germany).
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2.2. Volunteers and sample collection

Hair samples were collected between November 2020 and January
2021 from 114 volunteers aged from 17 to 64 years old and residing in
Liege (Wallonia). The information collected from participants was gender,
smoking habits, hair length and hair treatments. Samples (0.5-1 g) were
cut at the occipital vertex and directly stored in paper envelope, in dark
room at ambient temperature to avoid contamination and degradation
until the analysis.

Prior to analysis, samples were washed using four different solvents ac-
cording to Martin et al.'s (2016) procedure: firstly, with water, secondly by
a SDS 0.1% bath and then two times again with water. At each step of the
washing process, samples were sonicated for 5 min. After the washing pro-
cedure, samples were dried at room temperature and then cut into 2-3 mm
pieces using stain steel scissors.

2.3. Extraction and analysis

The analytical procedure was strongly inspired from previously reported
method by Martin and associates and adapted to our equipment (Martin
et al., 2016). Briefly, 50 mg of each sample were weighted and put into
glass extraction tubes. Ten pL of the internal standard solution (5 pg/mL for
13C4-MeP, PrP-d4, EtP-d,, BPS-dg, BPA-d,4 and 0.1 pg/mL for *C-PFCs)
were added and tubes were let at ambient temperature for equilibration for
1 h. Then, 2 mL of a methanol/HAc mixture (85/15% v/v) were added and
samples were incubated at 38 °C overnight in static position to allow the
release of compounds from the matrix. After the incubation, samples were
sonicated for 15 min with 2 x 2 mL of acetone, centrifuged for 10 min (at
3000 rpm), and the supernatants were transferred into clean tubes before
being evaporated to dryness at 30 °C under nitrogen flow. Extracts were
reconstituted with 100 pL of ammonium acetate (2 mM) and methanol
(70/30% v/v) mixture and transferred into vials for analysis.

The final determination was performed using an Acquity UPLC system
coupled to a Xevo TQ-S triple quadripole mass spectrometer (Waters, Mil-
ford, MA, US). The compounds were separated on an Acquity UPLC BEH
C18 column (2.1 x 100 mm, 1.7 pm) from Waters maintained at 50 °C,
and using a constant flow rate of 0.35 mLmin~"'. The mobile phase
consisted of ammonium acetate 2 mM in water (A) and MeOH (B). The gra-
dient started at 70% A held for 1 min, reached 60% A in 5 min, decreased to
20% in 10 min, then decreased again to 5% A in 0.2 min and held for
1.5 min. The return to the initial conditions (70% A) was reached in
0.2 min and maintained for 2.5 min.

The mass spectrometer operated in Multiple Reaction Monitoring
(MRM), using negative electrospray ionization mode. The capillary voltage
was set at 0.75 kV, the source and desolvation temperatures were set at re-
spectively 150 °C and 450 °C, while nitrogen was used at a flow of 800 L/h
as desolvation gas, at 150 L/h as cone gas, and under 7.0 bar for nebulizer
gas. The precursor and daughter ions monitored, and the collision energy
for each MRM transitions are gathered in Table S1 (Supplementary
materials).

2.4. Method validation

The analytical procedure was validated according to the total error ap-
proach, in order to meet ISO 17025 and French Society of Pharmaceutical
Sciences and Technique guidelines (Dubois et al., 2012; Hubert et al.,
2007). The calibration curves and validation standards were respectively
analyzed in duplicate and triplicate in a single day. Procedure was repeated
on three different days to determine intra and inter-day precisions. The cal-
ibration curve consisted in reagent blank samples spiked at 8 different con-
centrations corresponding to respectively 10-25-50-100-500-1000-2000-
4000 pgmg "~ ! for BPA, PrP, MeP and PFOS; 2-5-10-20-100-200-400-
800 pgmg ! for BPS and EtP; and 0.2-0.5-1-2-10-20-40-80 pg:mg ~ ' for
the other PFCs. The validation standards were prepared by spiking at 9 dif-
ferent concentrations (10-15-25-35-50-400-2000-3000-4000 pg:mg ~* for
BPA, PFOS, MeP, PrP; 2-3-5-7-10-80-400-600-800 pg-mg_l for BPS, EtP

Science of the Total Environment 815 (2022) 152734

and 0.2-0.3-0.5-0.7-1-8-40-60-80 pg'mg ' for other PFCs) dog hair as
human hair substitute (because we didn't found human hair showing negli-
gible levels for all targeted chemicals) previously checked for initial low
contamination.

The validation parameters including limits of detection (LOD) and
limits of quantification (LOQ) were calculated with Enoval Software v4.1
(Arlenda, Belgium), and are reported in Table 1. LOQ was defined as the
smallest concentration with a maximal incertitude not exceeding 40%
and LOD was calculated as one-third of LOQ. Further details on the determi-
nation of the LOQ and other validation parameters were already described
(Dubois et al., 2012).

The matrix effect was tested using the post extraction addition method
(Matuszewski et al., 2003) by comparing 4 points-calibration curves per-
formed using reference solutions on one hand, and 6 different hair samples
extracted as real samples on the other hand. For each compound, the vari-
ation coefficient of the slopes of the calibration curves did not exceed 6.6%,
demonstrating that potential matrix effects if present are corrected by the
use of isotope labelled internal standards, and thus are under control.

2.5. Quality assurance and control

Each sequence of unknown samples included a calibration curve (blank
samples spiked at 8 concentrations), 1 reagent blank, and 5 home-made
quality controls (3 blank samples spiked at 50, 100 and 1000 pg:-mg ' for
BPA, PrP, MeP and PFOS, at 10, 20 and 200 pg'mg~" for BPS and EtP,
and at 1, 2 and 20 pg'mg ' for the other PFCs; and 2 dog hair samples
spiked at 100 and 1000 pgmg ' for BPA, PrP, MeP and PFOS, 20 and
200 pg'mg ~* for BPS and EtP, and 2 and 20 pgmg ~* for the other PFCs),
all extracted and treated similarly than real samples.

2.6. Statistical analysis

The statistical analyses were performed using Remdr V4.0.3 and excel
2013 (Microsoft Office). Measured concentrations below LOQ were re-
placed by LOQ x detection frequency because this provides a more realistic
mean missing value than LOQ/2, LOQ/V2 or zero (Ali et al., 2013; Dirtu
et al., 2010; Gys et al., 2020; James et al., 2002). The inference statistics
were performed only for BPA, BPS, MeP, EtP, PrP and PFOA because of
the low quantification frequencies observed for the other compounds.
Since the distributions were highly skewed for all pollutants, nonparamet-
ric tests were used: Spearman rank was used to assess the correlations be-
tween concentrations and age (as continuous variable), and Mann-
Whitney to test contamination differences between men and women. For
the other multiple category variables as the influence of hair length or
hair treatments, the associations with the pollutant concentrations were
assessed using Kruskal-Wallys test. No statistic was performed on smoking
status because of the low percentage of population reported as smokers
(3%). Statistical relevance was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Study population

The studied population consisted in 114 volunteers living in the Liege
Region, aged from 17 to 64 years old, and distributed between 43%
males and 57% females. The participants were asked to report their hair
length: 45% have short hair (0-7 cm), 21% medium hair (7-15 ¢cm) and
34% long hair (>15 cm). Hair treatments were categorized in: none
(75%), dyeing (7%) and discoloration (18%). The population characteris-
tics by gender are gathered in Table 2.

3.2. Concentration of targeted compounds
The Table 3 presents the descriptive statistics: geometric mean (GM),

percentile 25 (P25), 50 (P50), 75 (P75), minimum and maximum concen-
trations measured, the standard deviations (SD), the interquartile range
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Table 2
Population characteristics by gender.
Total Men Women
N (%) N (%) N (%)
All 114 (100) 49 (43) 65 (57)
Age
Median 26.5 26.0 26.5
P25-P75 22.3-40.8 23.3-33.8 21.0-43.0
Smoking status
Smoker 3(3) 1(2) 2(3)
Non-smoker 111 (97) 48 (98) 63 (97)
Hair length
Short 51 (45) 48 (98) 3(5)
Medium 24 (21) 1(2) 23(35)
Long 39(34) 0(0) 39 (60)
Hair treatment
None 85 (75) 49 (100) 36 (56)
Dyeing 8(7) 0(0) 8(12)
Discoloration 21(18) 0O 21 (32)

(IQR), and the detection and quantification frequencies for all target com-
pounds. The most frequently detected chemical was MeP (100%), closely
followed by BPS and BPA (99.1 and 97.4% respectively). The large majority
of PFCs were detected and quantified only in few samples except for PFOA
for which detection and quantification frequencies were 86.8 and 46.4% re-
spectively. BPA and BPS were the compounds with the highest median con-
centration measured in the hair of our population (median: 46.6 and
31.9 pgmg~' respectively). The measured median concentrations of
parabens ranged between 5.2 and 28.9 pg'mg ', methylparaben showing
the highest concentrations. Very few samples exhibited particularly high
contamination levels of methylparaben and ethylparaben (maximum levels
of several tens of thousands pgmg ).

A comparison between concentrations measured in our subpopulation
and those reported from other studies related to more than 30 volunteers
is presented in Table 4 for PFCs and Table 5 for parabens and bisphenols.

3.3. Correlations and influence of gender, age and hair characteristics on con-
tamination levels

Spearman’s rank correlations between the contamination levels of the
different pollutants are reported in Table 6. Significant correlations were
observed between BPA and BPS (p < 0.001, r = 0.55), MeP and EtP
(p < 0.001, r = 0.36), MeP and PrP (p < 0.001, r = 0.61), MeP and BPS
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(p < 0.001,r = 0.26), MeP and BPA (p < 0.001, r = 0.38), EtP and PrP
(p <0.001, r = 0.37), EtP and BPA (p = 0.023, r = 0.21), EtP and PFOA
(p = 0.021,r = 0.21), PrP and BPS (p = 0.038, r = 0.19), PrP and BPA
(p <0.001,p = 0.41), PrP and PFOA (p = 0.033 and r = 0.19). Other cor-
relations were highlighted between BPS and PFOA (p < 0.001, r = 0.39)
and between BPA and PFOA (p < 0.001, r = 0.40). Weak but significant as-
sociation with age was only highlighted for PrP in the whole studied popu-
lation (p = 0.044, r = 0.18). This correlation was strengthened in women
(p = 0.038 r = 0.26) but non-significant in men (p = 0.774, r = 0.04).
Table 7 reports the median concentrations of parabens, bisphenols and
PFOA according to gender, hair length or treatments. Higher levels were
observed in the hair of women for all targets, but the differences were not
statistically significant. No influence of hair length or treatments on the
contamination burden was highlighted.

4. Discussion

In the present study, we measured the hair concentration of two
bisphenols, three parabens and 8 PFCs. The concentrations and contamina-
tion tendencies observed in our population are discussed regarding the
backdrop of literature in hair and other matrices.

In our study, the majority of PFCs were lowly detected except PFOA
which was quantified in 46.5% of samples. These low quantification rates
for the other PFCs could be explained by the LOQ (10 pgmg ! for PFOS,
between 0.2 pgmg~ 'and 0.32 pgmg ' for all other PECs) higher than de-
tectable concentrations in hair of our population. However, as shown in
Table 4, these LOQs seem suitable with concentrations reported in the liter-
ature in the hair from Korean, Chinese or Greek populations (Kim et al.,
2019; Liu et al., 2020; Martin et al., 2019). Lower concentrations were ob-
served in China (Wang et al., 2018) or in Belgium (Alves et al., 2015). These
differences in contamination levels could result from differences in contam-
ination of the environment, from differences in alimentation and living
habits or from differences in the analytical procedure. The very low detec-
tion rates observed were not expected since PFHxXA, PFOA and PFOS were
detected in 100% and PFNA, PFDA in respectively 99.6 and 85.6% of
serum samples from a similar subpopulation living in Liege, demonstrating
that human exposure to PFCs occurs in Wallonia (Pirard et al., 2020). This
would argue that blood remains the most suitable matrix for the assessment
of PFCs exposure.

In our study, no statistical difference in PFOA contamination was ob-
served between men and women consistently with results reported in the
hair of populations from South Korea and Spain (Kim et al., 2019; Martin
et al., 2019). However these results are different from the ones obtained

Summary of the pollutant concentrations measured in hair of our Belgian studied population: detection (N > LOD) and quantification (N > LOQ) frequencies (%), geometric
mean (GM), standard deviations (SD), interquartile range (IQR), percentiles 25 (P25), 50 (P50). and 75 (P75), minimum and maximum concentrations measured in

(pgmg ™).
N>LOD(%) N>LOQ(%) GMpgmg ' SD pgmg ™! IQR pgmg ™! Minpgmg~'  P25pgmg~ ! P50 pg'mg ! P75 pgmg ! Max pg:mg ~*

Bisphenols
BPA 97.4 93.9 46.1 82.7 67.1 <10Q 217 46.6 88.8 587.1
BPS 99.1 97.4 3238 266.7 47.0 <10Q 15.4 31.9 62.4 2298.0
Parabens
MeP 100.0 94.7 104.2 8437.1 180.6 <10Q 24.1 289 204.8 53,356.0
EtP 87.7 66.7 8.7 2740.8 15.3 <10Q <1L0Q 5.2 16.7 26,967.7
PrP 78.1 54.8 229 2117 55.0 <LOQ <LOQ 16.4 61.6 1517.1
Perfluroralkyl compounds (PFCs)
PFPeA 6.1 <L.OQ <LOQ - - <10Q <1.OQ <LOQ <LOQ <10Q
PFHxA 184 5.3 <LOQ - - <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ 24
PFHpA 4.4 1.8 <LOQ - - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1.4
PFOA 86.8 46.4 <LOQ 0.4 0.2 <10Q <LOQ <1LOQ 0.3 3.4
PFNA 43.9 19.3 <LOQ - - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 17
PFDA 0.0 0.0 <LOQ - - <10Q <1.0Q <1.OQ <LOQ <1L.OQ
PFHxS 11.4 1.8 <LOQ - - <10Q <1L0Q <1L0Q <1L.OQ 18.8
PFOS 0.9 0.9 <LOQ - - <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ 11.3
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Table 4

comparison of PECs contamination levels in hair observed in different studies (in pgmg ).

Country  Concentrations (pgmg ')

N

Reference

PFOS

PFHxS

PFDA

PFNA

PFHpA

PFHxA

Median
<L0Q

8.9

PFPeA

PFOA

Median  Range

<LOQ

Range

Median
<LOQ

Median  Range
<LOQ

Median  Range
<L0Q

Median  Range
<LOQ

24

Range

Median  Range
<LOQ
6.8

Range

Median
<L0Q
14

<L0Q11.3
0.7-11

<L0Q-18.8

<L0Q-1.7 <L0Q

<L0Q-1.4

0.6-10.1

<L0Q-2.4

2.0-10.6

<LOQ

4.6-13.3

<LOQ-3.4

0.1

Belgium
Spain

114
42
30

Current study

-9.5

(Martin et al., 2019)
(Alves et al., 2015)

(Liu et al., 2020)

<LOQ <LOQ
2.3-67

0.01-0.03
<LOQ-49

<LOQ

<LOD

<1L0Q

<LOQ

0.03-0.07
<0.39-15

0.02-0.07 0.07-0.09
<0.41-13

<0.44-18

Belgium

<0.10-8.0

<0.22-12

49
39
94

0.6
0.78

0.48
0.22

0.09

India

(Ruan et al., 2019)
(Kim et al., 2019)

<10Q-6.5 <10Q-0.78

0.33 <10Q-2.2 0.18 <10Q-0.8

<10Q-1.0

0.42 <10Q-23 0.51 <10Q-39 <1LOQ

<10Q-6.8

1.4

Korea
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from serum analysis usually showing statistically higher contamination
levels in men than in women (Colles et al., 2020; Pirard et al., 2020).

Biomonitoring data on BPS in hair are scarce, to the best of our knowl-
edge only two other studies quantified BPS in the hair of more than 30 vol-
unteers. As observed in Table 5, our results are consistent with those
reported in Crete and in both populations from China and France included
in the same study (Katsikantami et al., 2020; Peng et al., 2020). Because
both studies were focused on a female population it isn't possible to com-
pare the absence of significant difference between the concentration levels
observed in men and women hair. In urine, non-significant differences were
reported between genders from 8 different countries (Liao et al., 2012) sim-
ilarly to what was reported by Lehmler et al. (2018) for some American
adults and children. In the present study, BPS concentration was correlated
with BPA which could be explained by the simultaneous presence of both
compounds in the same kind of products such as polycarbonate plastics or
epoxy resins (Lehmler et al., 2018). This correlation was not always ob-
served in studies focused on BPA and BPS in hair (Katsikantami et al.,
2020).

Although a limited number of studies have focused on biomonitoring of
BPS in hair, more data are available in the literature concerning BPA
(Table 5). No difference between genders was observed for BPA contamina-
tion, similarly to what was observed in the hair of two other adult (Martin
et al., 2019; Nehring et al., 2017) and children populations (Karzi et al.,
2018). It should be noted that results on gender differences concerning
BPA contamination levels in urine are contradictory in the literature, as
no gender difference was observed the urine of a Belgian population
(Pirard et al., 2012), whereas significant difference was observed in the
US population where BPA levels were higher in women than in men
(Calafat et al., 2008). The inverse difference was observed more recently
(Lehmler et al., 2018).

Among the compounds largely detected, parabens were quantified in at
least 54.8% of hair samples. The measured concentrations in hair are in the
same range than those already published and gathered in Table 5 (Karzi
et al., 2019; Martin et al., 2019). As already reported by Martin & al.
(2019), higher median concentrations for all parabens were observed in
the hair of women, although not significantly. This higher contamination
for Belgian women was also previously observed in urine (Dewalque
etal., 2014). PrP hair concentration was positively associated with age, es-
pecially in women group. This trend has already been observed in the urine
from Korean population (Kang et al., 2016). This correlation may be ex-
plained by the fact that women and especially older ones are more suscep-
tible to use personal care products which are one of the main sources of
exposure to parabens. (Calafat et al., 2010). As expected, correlations
were highlighted between all parabens (Table 6), known to be used in asso-
ciation in pharmaceutical preparations, foods, cosmetics and personal care
products (Andersen, 2006; Janjua et al., 2008).

All paraben levels were also positively but weakly correlated with
bisphenol contamination. PFOA concentration was positively associated
with BPA, BPS, PrP and EtP. This trends would likely be explained by con-
founding factors affecting exposure which weren't identified in the present
work.

In this study, no difference was observed according to hair treatments
although hair dyeing has been demonstrated to affect the hair structure
and consequently the affinity of the chemical for the matrix (Appenzeller
and Tsatsakis, 2012; Schramm, 2008). Indeed hair coloring or discoloring
processes generally involved oxidation with oxygen peroxide which can
alter the structural integrity of hair (Covaci et al., 2002) and interfere
with the incorporation of chemicals in the matrix (Gerace et al., 2017).
Some studies suggested that dyeing could enhance absorption of lowly hy-
drophobic parabens (MeP > EtP > PrP) (Sako et al., 2015), while others re-
ported higher concentrations in dyed hair for MeP and PrP (Martin et al.,
2019). In this study no difference in concentration levels was observed ac-
cording to the hair length. On the contrary, some authors assumed that hair
length might affect the deposition and absorption patterns of environmen-
tal pollutants, shorter hair is, higher the frequency of cutting hair is and
thus lower is the time to the hydrophobic pollutants to be incorporated in
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Table 5
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comparison of parabens and bisphenol contamination levels in hair observed in different studies (in pgmg™?).

Reference N Country  Concentrations (pgmg™")
BPA BPS MeP EtP Prp
Median Range Median Range Median Range Median Range Median Range
Current study 114 Belgium 46.6 <LOQ-587.1 31.9 <L0Q-2298.0 289 <L0OQ-51307 5.2 <L0Q-26967.7 16.4 <L0Q-1517.1
(Martin et al., 2019) 42 Spain 24.4-1427 - - - 68.3-14,187 2.9-6565 - 12.5-9009
(Karzi et al., 2019) 95  Greece - - - - 1437.1  17.6-27.4 167.3  11-42245 - -
(Katsikantami et al., 2020) 100 Greece 69.9 9.6-650.3 3.5 0.8-147.3 - - - - - -
" 204 China 349 5.47-596 2.84 0.5-817 - - - - - -
(Pengét 4, 2020) 311 France 118 17.1-1398 832  007-1246 - - - = = =
(Nehring et al., 2017) 42 Poland 3375 26.1-1498.6 - - - - - - - -
Table 6 volunteers showing these outliers reported using hair wax or hair gels con-
Spearman’s rank correlations (p-value) between levels of pollutants in hair. taining parabens. This suggests that gel or wax applied on hair could repre-
MeP EtP PrP BPS BPA PFOA sent a bias for hair biomonitoring of compounds entering in the
MeP - composition of such products. Very high concentration values for these
EtP 036 - compounds would likely indicate that the washing steps did not fully re-
(<0.001) move this kind of external contamination (gel or wax use to be quite sticky
PP 061 0.37 G or greasy). On another hand, using such products could also increase the in-
(0.001) (20.001) dividual exposure by skin contact for instance, which will result in higher
Brs 026 016 019 - individual ination level. This latter hypothesis could be confirmed
(<0.001)  (0.077) 0.038) Individual contamlnauon. evel. This attex: ypothesis could be confirme:
BPA 0.38 0.21 0.41 0.55 B by analyzing the contamination markers in other matrix such as urine or
(<0.001) (0.023) (<0.001)  (<0.001) blood. Today external contamination remains a highly controversial issue
PFOA 0.15 0.21 0.19 0.39 0.40 = in hair analysis and there is no consensus on hair decontamination proce-
(0.109) (0.021) (0.033) (<0.001) (<0.001)

the matrix (Ruan etal., 2019). However, this reduction of observed contam-
ination could also be attributed to a reduction of the external deposition
rather than in incorporation. The influence of hair characteristics or cos-
metic treatments remains unknown for number of chemicals and further
studies are needed to take these parameters into account.

Some samples were highly contaminated by parabens, by 3 orders of
magnitude higher than the present upper LOQ, and 5 times higher than me-
dian concentration of samples. After investigations, it appeared that all the

dure removing entirely but exclusively the external contamination
(Appenzeller, 2015; Kucharska et al., 2015). External decontaminations
are generally performed using water and/or water with shampoo
(Appenzeller and Tsatsakis, 2012; Duca et al., 2014), or using organic sol-
vents like methanol or acetone (Duca et al., 2014) but these latter need to
be used carefully to avoid removing internal incorporation of pollutants
(Kucharska et al., 2015). The use new original techniques to distinguish ex-
ternal contamination and incorporation from blood in hair structure would
likely help to develop more efficient decontamination procedures remain-
ing safe for the sample integrity (Erne et al., 2019).

Table 7
Median concentrations of parabens, bisphenols and PFOA according to gender, hair length or treatment (in pgmg ™).
NN MeP EtP PrP
P50 (pgmg~")  Range pvalue P50 (pgmg~')  Range p-value P50 (pgmg~')  Range (pgmg~')  p-value
(pgmg ") (pgmg )

Gender 0.213 0.395 0.287
‘Women 65 64.9 <L0Q-53356.0 6.4 <L0Q-26967.7 65.0 <L0Q-1147.5
Men 49 44.4 <L0Q-51370.0 3.9 <L0Q-11847.7 52.6 <L0OQ-1517.1

Hair length 0.741 0.720 0.596
Short 51 55.5 <L0Q-51370.0 4.7 <1L0Q-11847.6 13.7 <1LOQ-1517.1
Medium 23 56.2 <L.OQ-15447.2 23 <1.0Q-26967.7 31.8 <1.0Q-1100.4
Long 43 62.9 14.2-53,356.0 58 <L0Q-2061.3 15.9 <1.0Q-1147.5

Hair treatment 0.447 0.427 0.429
None 77 48.1 <LOQ-53356.0 4.7 <LOQ-26967.7 159 <L0Q-1517.1
Discoloration 7 97.4 17.33-845 8.1 <L0OQ-82.4 19.2 <10Q-164.9
Dyeing 16 449 14.8-5139.3 5.1 <1.0Q-2061.3 271 <1.0Q-1147.5

NN BPS BPA PFOA
P50 (pgmg ") Range p-value P50 (pgmg ") Range p-value P50 (pgmg ") Range (pgmg ") p-value
(pgmg ™) (pgmg ™)

Gender 0.141 0.133 0.242
‘Women 65 37.1 <1.0Q-2298.0 54.3 <L.0Q-587.1 <LOQ <LOQ-1.6
Men 49 26.4 <L0Q-1416.8 354 <1.0Q-292.8 0.2 <L0Q-3.4

Hair length 0.318 0.092 0.359
Short 51 26.9 <L0Q-1416.8 35.9 <L0Q-287.1 0.2 <LOQ-3.4
Medium 23 40.3 12.04-395.8 63.3 <L0Q-587.1 <LOQ <L0Q-0.6
Long 43 31.8 <1.0Q-2298.0 47.0 <10Q-299.2 <10Q <10Q-1.6

Hair treatment 0.159 0.354 0.687
None 77 30.8 <L0Q-2298.0 41.5 <L0Q-299.2 <LOQ <LOQ-3.4
Discoloration 7 15.8 3.0-122.4 35.5 <L0Q-213.2 <LOQ <LOQ-1.4
Dyeing 16 51.9 <LOQ-395.8 59.4 <L0OQ-587.7 <LOQ <LOQ-1.6
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The present study suffers from several limitations. Firstly, the small-scale
sized population recruited is not representative of the Belgian population in
terms of geographical area, socio-economic status, nor age. Secondly, the
used external decontamination process didn't seem to be efficient enough to
remove wax or gel when applied on the hair. The lack of washing standardi-
zation but also as the lack of hair reference materials (commercial quality
control, blank matrix) for environmental pollutant analysis could lead to a
variability between lab's results and thus could explain at least partially the
differences in hair contamination levels reported in different studies.

Finally, the absence of significant difference between males and females
in the present study and more generally all statistical results, should be con-
sidered in the view of the limited number of subjects included in this study,
which probably doesn't allow to reach high statistical power. Moreover, the
wide range of concentration is probably a confounding factor which could
hide the real influence of tested parameters.

5. Conclusion

This manuscript presents the first study of contamination levels of three
parabens, two bisphenols and 8 PFCs using hair as matrix from a subpopu-
lation living in the city of Liege (Wallonia, Belgium). Our results demon-
strate that the hair samples of the 114 individuals were widely
contaminated by bisphenols, parabens and PFOA. On the other hand,
other PFCs were lowly detected. No significant difference in hair contami-
nation was observed according to the gender, hair length or hair treatment.
However, the statistical power of our study needs to be interpreted consid-
ering the limited number of subjects included in this study.

Although our population was not representative and large enough to
produce reference values as strictly speaking or to represent trends of a gen-
eral population, the present study provides additional concentration values
in hair of a sub-group of a non-occupationally exposed population and thus
grows the available data on hair contamination levels for the target
chemicals. If today blood seems to remain the most suitable matrix for
PFCs exposure assessment, hair would be a promising approach for future
exposure assessments of environmental pollutants such like bisphenols or
parabens. Nevertheless, further studies are still needed to enlarge the num-
ber of chemical substances measurable in hair, characterize different popu-
lations by pollutants hair levels, and define standardized procedure for
external decontamination steps.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.scitotenv.2021.152734.
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3.2 Distribution et comparaison des niveaux de contamination dans

I"'urine, le sang et le cheveu

Le développement et la validation de la méthode analytique appliquée au cheveu nous ont
permis de mesurer les niveaux de contamination par différents polluants chimiques de
I'environnement dans cette matrice. Cependant, cette étude ne permet pas de déterminer
dans quelle mesure les concentrations retrouvées dans le cheveu refletent I'exposition des
individus et la contamination interne de l'organisme. Dés lors, il est nécessaire de comparer
les concentrations mesurées dans le cheveu aux concentrations déterminées dans les matrices

les plus utilisées en biomonitoring humain : le sang et I'urine.

Dans la littérature, les données comparant les niveaux de contamination entre les cheveux et
les matrices conventionnelles comme le sang et |'urine sont rares et souvent contradictoires,
suggérant que les informations obtenues graces aux différentes matrices peuvent étre
différentes. Cette disparité pourrait s’expliquer par les fenétres d’exposition différentes que
ces matrices représentent. En général, le sang et le sérum reflétent I'exposition a moyen et
long terme pour les POP, tandis que l'urine fournit des informations a court terme pour les
nPOP, le cheveu quant a lui offrirait une fenétre temporelle variable allant de quelques
semaines a plusieurs mois du fait de son effet mémoire (163,167,168). Cependant, les
parametres physicochimiques influengant les mécanismes d’incorporation dans le cheveu ne
sont pas completement élucidés et la contamination externe ne peut étre exclue, influencant
potentiellement les résultats observés (166,167,174). Par ailleurs, la plupart des études
existantes se concentrent en général uniquement sur des comparaisons entre deux matrices,
soit urine-cheveux, soit sang-cheveux, et couvrent généralement une gamme restreinte de
produits chimiques en se concentrant sur certains types ou certaines familles de polluants

(165,175,176).

Pour combler ces lacunes, 'objectif de ce travail est d’étudier les niveaux de contamination et
la distribution de plusieurs polluants persistants dans le sérum et le cheveu, ainsi que de
polluants non persistants dans l'urine et le cheveu afin de mieux appréhender quelle
information est fournie par le cheveu par rapport aux matrices conventionnelles. Pour ce faire,
huit PFAS, six PCB, trois parabénes et deux bisphénols ont été mesurés dans les échantillons

sériques, urinaires et capillaires de 30 Belges sans exposition professionnelle. Les substances
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cibles ont été sélectionnées pour couvrir différents profils de contamination et de persistance

dans les organismes vivants.

Lanalyse des échantillons dans les différentes matrices a été effectuée conformément aux
procédures développées au sein du laboratoire de toxicologie. La comparaison des niveaux de
contamination dans les différentes matrices a été effectuée au moyen de trois méthodes
statistiques : la corrélation de Spearman, le coefficient de Kappa Cohen et le coefficient de
corrélation intraclasse (ICC). La corrélation de Spearman est la méthode la plus couramment
utilisée dans la littérature, elle permet de mesurer la corrélation c’est-a-dire I'association de
changement entre deux variables. L'avantage de I'ICC est de prendre en compte non
seulement la corrélation, mais également I'accord entre deux méthodes de mesure différentes
c’est-a-dire de mesurer la corrélation en tenant compte du biais des méthodes et de la
reproductibilité des résultats (177,178). Le coefficient de Kappa Cohen permet, quant a lui, de
mesurer I'accord entre deux méthodes de mesure lorsque la valeur donnée est qualitative.
Dans notre cas, les valeurs des concentrations volumétriques ont été converties en variables
gualitatives en classant les concentrations mesurées dans des quartiles de contamination
établis sur la base des valeurs des percentiles les plus pertinents dans littérature. L'accord entre
les classements dans les différentes matrices, en tenant compte de la composante aléatoire

de ce dernier, est ainsi mesuré par le calcul du coefficient de Kappa Cohen (179).

Les détails de I'étude, les résultats ainsi que la discussion sur les différents parameétres pouvant

influencer les résultats sont décrits dans la publication 3.
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ABSTRACT

Designing ideal human biomonitoring studies involves the selection of reliable markers of expo-
sure in adequate biological matrix. Besides conventional matrices such as blood or urine, hair has
been increasingly investigated as a promising noninvasive alternative. However, understanding
the pollutant distribution between differing biological compartments is essential for reliable
interpretation of data collected. Therefore, the contamination levels and the distribution of some
persistent (8 perfluoroalkyl substances — PFAS — and 6 polychlorobiphenyls — PCBs) and non-
persistent pollutants (2 bisphenols and 3 parabens) were investigated in paired serum and hair
samples, or paired spot urine and hair samples obtained from 30 Belgian non-occupationally
exposed individuals. The levels measured were close to those reported in recent larger-scale
studies. PFAS, PCB and bisphenol distributions largely differed depending upon the matrix and
within the same chemical family depending upon the congener. The correlation and agreement
between pollutant levels in differing matrices demonstrated that the information provided is
comparable only for highly chlorinated PCBs and parabens, while the classification of exposure
for bisphenols was substantially different according to the matrix. The selection of the human
matrix thus remains complex and might markedly bias the results obtained, especially when
assessing the health risk related to chemical exposure.

KEYWORDS

Biomonitoring;
contamination levels; hair;
serum; urine; paired samples

I blood might effectively reflect internal dosing due

The presence of chemical products in our environ-
ment is ubiquitous, and thus, continuous exposure
to cocktails of substances occurs (Naidu et al. 2021;
UNEP 2019). To accurately assess human exposure
to environmental pollutants, human biomonitor-
ing (HBM), consisting of the measurement of che-
micals and pollutants in biological matrices, has
been demonstrated to be an efficient tool since it
accounts for all routes and sources of exposure
(Shilnikova et al. 2025; Vorkamp et al. 2021).
Several biological matrices, such as blood, urine,
fat tissues, and maternal milk have been used
depending upon the target chemicals and their
toxicokinetic (Shilnikova et al. 2025). For persistent
organic pollutants (POPs), which are known to be
stable and accumulate in living organisms, blood
has traditionally been the preferred matrix. In fact,

to its contact with the whole organism. Further, for
some lipophilic compounds such as PCBs, lipid
adjustment of the chemical concentration enables
their levels to be reflected in the lipid compartment
where these compounds accumulate (Schettgen
et al. 2015; Vorkamp et al. 2021). For non-
persistent chemicals that are rapidly metabolized
and excreted, urine samples are usually collected
for the measurement of the chemical itself or its
metabolites (Roggeman et al. 2022). Both conven-
tional sample types suffer from several drawbacks,
mainly the invasiveness of the sampling for blood
and the high intra-individual variability for urine
spot samples. Therefore, the use of alternative
matrices like nails, saliva, or hair has been increas-
ingly investigated (Alves et al. 2014; Appenzeller
and Tsatsakis 2012; Jian et al. 2018). While hair has
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been predominantly employed for many years
within the field of forensic or clinical toxicology
because of the incorporation of chemicals from
blood into hair roots, the interest in its use to
monitor environmental pollutants is more recent.
The key advantages of this method come from the
simplicity and affordability of the sampling proce-
dure, the non-critical storage conditions required,
and its particular suitability for vulnerable popula-
tions including infants, children or elderly (Alves
et al. 2014; Appenzeller 2015; Appenzeller and
Tsatsakis 2012; Schramm 2008). Despite the
increasing number of investigations focusing on
environmental pollutants in hair, levels of these
pollutants in the general population using a hair
matrix are not as well documented compared to
traditional matrices. This might be due to (1) ana-
lytical challenges of reaching appropriate sensitiv-
ity, (2) difficulties in differentiating internal from
external contamination, (3) lack of reference mate-
rials, or (4) questionable representativeness of the
body burden (Junaid et al. 2024; Vorkamp et al.
2021). Nevertheless, hair still constitutes
a promising alternative matrix, and a rising num-
ber of studies were conducted on hair contamina-
tion of several chemical classes aiming to
investigate the reliability of hair for assessing
human exposure (Junaid et al. 2024
Lallmahomed et al. 2024). Weak or missing corre-
lations between contaminant levels in conventional
matrices and hair were frequently observed indicat-
ing that the information provided by the different
matrices may vary (Fajs et al. 2021; Hardy et al.
2021; Hernandez et al. 2019; Kim, Lee, and Oh
2019; N. Li et al. 2021; Wang et al. 2018). Indeed
blood, urine and hair chemical levels are related to
different time windows of exposure: (1) blood is
usually considered to accurately measure medium-
to long-term exposure to POPs, (2) urine provides
information on very recent exposure, from a few
hours to a few days, to rapidly metabolized chemi-
cals (Calafat et al. 2016; Engel et al. 2014; LaKind
et al. 2019; Roggeman et al. 2022) and (3) hair
might encompass an extended window of detection
depending upon the strand length analyzed,

ranging from few weeks to few months (consider-
ing a mean of 1cm/month of growth). The
mechanisms of chemical incorporation into hair
are still not fully elucidated and external contam-
ination might not be excluded (Alves et al. 2014;
Appenzeller 2015; Appenzeller and Tsatsakis 2012;
Schramm 2008). Although data gathered from
these matrices may be complementary, the ade-
quate selection of biomarkers and matrices for
designing biomonitoring, as well as reliable inter-
pretation of data collected, are substantial and
further investigations are needed to improve
knowledge and understanding of the pollutant dis-
tribution between the different biological compart-
ments (Lallmahomed et al. 2024; Vorkamp et al.
2021). Studies examining contamination levels in
different paired sample types remain scarce, usually
focusing either on hair-blood or hair-urine paired
samples and rarely on more than two biological
matrices. Further, few investigations cover a wide
range of different chemical classes of substances.
Wang et al. (2018) compared the results obtained
in paired serum, urine, hair and nail samples but
only for 8 perfluoroalkyl substances (PFAS), while
Fajys et al. (2021) noted the levels for a total of 29
chemically closed substances including phthalates,
bisphenols, or pesticides. Hardy et al. (2021) exam-
ined a larger number of different pesticides (orga-
nochlorines, organophosphates, pyrethroids, and
carbamates) but only in hair and urine samples.
However, the distribution of chemicals between
different body compartments and thus between
varying available biological matrices needs to be
at least partly determined by their physicochemical
properties (Chata et al. 2016), which might differ
widely depending upon the targeted chemical
family and sometimes even within the same che-
mical class.

To fill this gap, the aim of this study was to
examine the contamination levels and distribution
of some persistent and non-persistent pollutants
between different biological matrices. For these pur-
poses, 8 PFAS including perfluoropentanoic acid
(PFPeA), perfluorohexanoic acid, (PFHxA), per-
fluoroheptanoic acid (PFHpA), perfluorooctanoic
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acid (PFOA), perfluorononanoic acid (PFNA), per-
fluorodecanoic acid (PFDA), perfluorohexanesulfo-
nate (PFHxS), and linear perfluorooctanesulfonate
(PFOS), 6 polychlorobiphenyls (PCB-28, -52, -101,
-138, -153, and -180), three parabens (methyl-,
ethyl- and propylparaben), and two bisphenols
(BPA and BPS) were measured in paired serum
and hair samples, or paired spot urine and hair
samples from 30 Belgian non-occupationally
exposed individuals. These target chemicals were
selected to cover different elimination and persis-
tence profiles. The levels measured are discussed as
follows (1) in light of available literature, (2) occur-
rence and distribution between matrices, and (3)
factors influencing the incorporation rate of chemi-
cals in hair. This short preliminary study was initi-
ally aimed to help in the selection of the most
suitable markers in the perspective of an upcoming
epidemiological study assessing the relationship
between persistent and non-persistent pollutant
exposure and diabetes pathologies.

Material and method
Population and sample collection

A subgroup of 30 individuals was selected among
a larger sample of healthy volunteers recruited
within the frame of a future study approved by
the Hospital Faculty Ethics Committee of the
University of Liege (N°2016-296), predominantly
through the Belgian Red Cross blood donation
centers from the Province of Liege (Belgium),
and to a lesser extent from the staff of the
University and the University Hospital of Liege.
A blood sample, a single spot urine sample and
strand of hair was obtained from all 30 volunteers
in the present study. Participants were aged from
22 to 60years old (average of 30.5years) and
included 12 men and 18 women without known
occupational exposure to the targeted environ-
mental pollutants.

Hair samples (0.5-1 g) were cut near the scalp at
the occipital cranial region and were directly stored
in paper envelope in dark room at ambient tem-
perature until analysis. Analyses were performed
on the two first proximal centimeters (oriented
from the scalp). To remove the external
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contamination, hair was washed successively in
water, sodium dodecyl sulfate in water (0.1% m/v)
and two times again in water (Claessens, Pirard,
and Charlier 2022).

Urine samples were collected in 100 ml polypro-
pylene vessels, whereas blood samples were col-
lected in clot activator tubes (without gel) and
centrifuged to collect serum. Both urine and
serum samples were stored at —20°C until analysis.

Analytical procedure
Serum PFAS

PFAS were extracted from serum samples follow-
ing the procedure previously described in Dufour
et al. (2018). In brief, 1 ml sample was acidified
with formic acid before being extracted by solid
phase extraction using Oasis WAX cartridge
(Waters). After the elution using 2 x 2 ml NH,OH
in methanol (MeOH) (2%), extracts were evapo-
rated until dryness and reconstituted in 80 ul mix-
ture of ammonium acetate in water (2 mm) and in
acetonitrile (2mm) in proportion 8/2 (v/v).
Samples were analyzed wusing Ultra-High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC)
coupled to tandem mass spectrometer (MS/MS).
Limits of quantification (LOQs) are gathered in
supplementary material (Table S1). Each sequence
consisted, in addition to unknown samples, in one
procedural blank and two reference materials from
the Arctic Monitoring and Assessment Program
(AMAP) ring test for organic pollutants organized
by the Institut National de Santé Publique du
Québec (INSPQ) to ensure the accuracy of the
analyses. The sequence was validated if the levels
of the reference materials measured were included
in the tolerable ranges provided by the ring test
organizers.

Serum PCBs

PCBs in serum were measured using the method
previously described by Cirello et al. (2024).
Briefly, after the addition of internal standard,
the serum sample (1 ml) was treated with 0.3 ml
acetic acid before a double liquid-liquid extrac-
tion using 4 ml hexane/acetone mixture (95/5v/
v). The combined organic layers were evaporated
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until 500 pl eluted on a PHREE cartridge, and
concentrated at room temperature in 50 pl non-
ane as keeper. The final determination was per-
formed by gas chromatography (GC) coupled to
MS/MS. The analytical method and conditions
are fully detailed in supplementary materials, as
well as the LOQs (Table S1). Each sequence
consisted, in addition to unknown samples, in
one procedural blank and two reference materials
from the AMAP ring test for organic pollutants
(INSPQ) to ensure the accuracy of the analyses.
The sequence was validated if the levels of the
reference materials measured were included in
the tolerable ranges provided by the ring test
organizers.

PFAS, parabens, and bisphenols in hair

Hair samples were treated for PFAS, paraben, and
bisphenol determination as already reported by
Claessens, Pirard, and Charlier (2022). Briefly,
washed hair samples were cut into 1-2mm seg-
ments using stainless steel scissors. Fifty mg washed
hair were weighed and introduced into clean glass
tubes, spiked with 10 pl isotopically mass-labeled
internal standard (0.1 pg/ml for PFAS and 5 pg/ml
for all other compounds) and let equilibrate at ambi-
ent temperature for one hr. Two ml MeOH/acetic
acid mixture (85/15 v/v) were then added, and tubes
were incubated at 38°C overnight. After incubation,
samples were sonicated for 15min with 2 x2 ml
acetone and centrifuged for 10 min. Supernatants
were collected and evaporated to dryness at 30°C
under a nitrogen flow. Extracts were finally recon-
stituted with 100 Wl ammonium acetate 2 mm in
water and MeOH (70/30 v/v) and transferred into
vials for further analysis by UHPLC-MS/MS. LOQs
are gathered in supplementary material (Table S1).
Procedural blank and home-made QC (spiked at 100
and 1000 pg/mg for BPA, PrP, MeP and PFOS, 20
and 200 pg/mg for BPS and EtP, and 2 and 20 pg/mg
for the other PFCs) were added to the unknown
sample series to ensure accuracy of the method.

Hair PCBs

The hair samples previously washed and cut in
small pieces (50 mg) were hydrolyzed by ultra-

sonication with 1 ml NaOH 5 M until total dissolu-
tion. Then the hydrolyzate was extracted similarly
to acidified serum samples and analyzed using the
same GC-MS/MS method. The analytical method
and conditions are fully detailed in supplementary
materials, as well as the LOQs (Table S1).

Urine bisphenols

Bisphenol (namely BPA and BPS) analysis was
previously described (Pirard and Charlier 2022).
Briefly, 3 ml urine were initially enzymatically
hydrolyzed using B glucuronidase and sulfatase in
750 ul sodium acetate buffer (pH 5) for 30 min at
40°C. Samples were then extracted by solid phase
extraction on Oasis HLB SPE Cartridge (Waters),
followed by a liquid/liquid extraction using 3 ml
ethyl acetate, and then derivatized using
(N-methyl-N-(trimethylsilyl) )trifluoroacetamide.
The determination was performed using GC-MS
/MS. LOQs are gathered in supplementary material
(Table S1). Each sequence consisted, in addition to
unknown samples, in one procedural blank and
two reference material samples: one from the
German External Quality Assessment Scheme for
Analysis in Biological Materials (G-EQUAS; mate-
rial 14/15) and another from the External Quality
Assessment Scheme for Organic Substances in
Urine (OSEQUAS) provided by the INSPQ. The
sequence was validated if the levels of the reference
materials measured were included in the tolerable
ranges provided by the ring test organizers.

Urine parabens

The extraction and determination of parabens
(namely methylparaben (MeP), ethylparaben
(EtP) and propylparaben (PrP)) were carried out
following the method previously developed and
validated by Dewalque et al. (2014). The extraction
consisted in the enzymatic hydrolysis of 3 ml urine
sample using B glucuronidase followed by a solid
phase extraction on Bond Elut certify LRC car-
tridge. The analysis was performed using UHPLC-
MS/MS. LOQs are gathered in supplementary
material (Table S1).
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using
R (version 4.0.3) with packages VCD and irr and
Excel (Microsoft office 2013). Results below LOQ
were replaced by LOQ/Y2 (Sun et al. 2018). The
normality of data distribution was assessed by
a Shapiro Wilk’s test. Because all distributions
were highly skewed, non-parametric test was used
(Spearman correlation). All statistical analyses
were performed for chemicals showing
a detection frequency (DF) above 50%, using the
significance threshold set at the 5% critical level (p
<0.05). Correlations between pollutant concentra-
tions within the matrices were assessed by
Spearman’s correlation test to highlight potential
common sources of exposure. Comparisons inter-
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matrix. The cutoffs were determined based on the
percentile values previously reported in other bio-
monitoring studies selected to provide the more
recent and as similar as possible monitoring data
in terms of biological matrix and populations.
These data and references are reported in supple-
mentary materials (Table S2). Cutoffs, attributed
classifications and weights used for each chemical
depending on the matrix are presented in supple-
mentary materials (Tables S3-S4). Cohen’s kappa
concordance value > 0.90 was interpreted as almost
perfect agreement, value between 0.80 and 0.89 as
strong, value between 0.60 and 0.79 as moderate
value between 0.40 and 0.59 as weak, value between
0.20 and 0.39 as minimal, and value < 0.20 means
no agreement (McHugh 2012). The two-way fixed

matrices were carried out using Spearman’s corre-
lation coefficient, weighted Cohen’s kappa coeffi-
cient (k) and two-way fixed Intraclass Correlation
Coefficients (ICC (A, 1) with 95 CI%. Weighted
Cohen’s kappa coefficient was calculated to evalu-
ate the concordance of the classification of the
contamination levels between the different
matrices (McHugh 2012). Contamination values
were converted into categorical variables by classi-
fying obtained results between cutoffs for each

ICC reflects the degree of correlation but also the
agreement between measurements (Koo and Li
2016) and were calculated using standardized con-
centrations by mean and standard deviation (Bro
and Smilde 2003). Concentrations were log-
transformed to approximate a normal distribution.
Reliability values of ICC range between 0 and 1,
with 1 meaning strongest reliability or agreement
(Koo and Li 2016).

TABLE 1. Detection Frequencies (N>loq), Geometric Mean (GM), Percentiles and Minimal and Maximal Concentrations Measured in the
30 Paired Hair and Urine Samples, and Hair and Serum Samples

Hair (pg/mg) Serum (pg/L)

N>LOQ  GM P25 P50 P75 P95 Min-max ~ N>LOQ GM P25 P50 P75 P95 Min-max
PCBs
P(B-28 233% <0.25 <025 <025 026 0.30 <0.25-0.39 0.0% <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 =5
PCB-52 36.7% <0.25 <025 <025 030 0.36 <0.25-0.55 0.0% <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 =
PCB-101 53.3% 027 <025 026 035 0.45 <0.25-0.51 0.0% <0015 <0015 <0015 <0015 <0.015 =
PCB-138  50.0% 040 <025 043 0.60 0.75 <0.25-0.62 100.0%  0.048 0.028 0.044 0.065 0.134  0.021-0.548
PCB-153  63.3% 028 <025 028 0.39 0.46 <0.25-0.99 100.0%  0.065 0.038 0.057 0.101 0.191 0.028-1.09
PCB-180 43.3% <025 <025 026 027 0.43 <025-0.70  100.0%  0.036 0.019 0.025 0.065 0.173  0.012-0.878
PFAS
PFPeA 0.0% <032 <032 <032 <032 <032 - 0.0% <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 =
PFHXA 10.0% <02 <02 <02 <02 0.22 <0.2-37.4 0.0% <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 =
PFHpA 3.3% <02 <02 <02 <02 <02 <0.2-0.22 0.0% <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 =
PFOA 76.7% 0.27 <0.2 0.25 035 0.67 <0.2-1.30 96.7% 135 1.04 135 170 344 <0.5-8.42
PFNA 10.0% <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 0.32 <0.2-1.19 96.7% 041 033 0.46 0.56 1.04 <0.1-1.63
PFDA 6.7%  <0.27 <027 <027 <027 040 <027-2.19 833% 0.18 0.15 0.19 0.27 040 <0.1-0.89
PFHxXS 3.3% <02 <02 <02 <02 <02 <0.2-0.24 90.0% 045 0.28 053 0.75 132 <0.15-6.46
PFOS 10.0% <10 <10 <10 <10 16.2 <10-36.0 100.0% 1.88 133 171 255 4.07 0.59-11.2

Hair (pg/mg) Urine (pg/L)

N>LOQ GM P25 P50 P75 P95 Min-max N>LOQ GM P25 P50 P75 P95 Min-max
Bisphenols
BPA 96.7% 43.2 21.8 383 929 2282 <10-48938 83.3% 0.68 041 0.74 114 1.87 <0.29-2.65
BPS 100% 26.2 133 257 64.1 1827  234-321.9 36.7% 0.13 <0.09 <0.09 0.24 122 <0.09-8.71
Parabens
MeP 100% 88.1 26.5 371 813 10560 13.5-10818  86.7% 421 141 3.06 7.99 17117 <0.79-791
EtP 70.0% 7.16 <20 420 19.1 1326 <20-13163  50.0% 0.61 <030 <030 224 11.63 <0.30-20.0
PrP 50.0% 16.8 <10 <10 238 3891 <10-3061 26.7% 0.55 <0.36 <0.36 044 42.66 <0.36-210
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TABLE 2. Spearman Correlation Coefficients Between Chemical Levels Measured in Hair (p-value in Parentheses). Significant

Correlations are Highlighted in Bold (p < 0.05)

HARR
PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180 BPA BPS MeP EtP PrP
PCB-101 -
P(CB-138 0.794 -
(p < 0.0001)
PCB-153 0.674 0.883 =
(p =0.0004) (p < 0.0001)
PCB-180 0.399 0.651 0.542 -
(p=0.0593) (p=0.0008) (p=0.0076)
BPA -
BPS —0.093 -
(p=0.6244)
MeP -
EtP 0.561 =
(p=0.0013)
PrP 0.429 0274 -
(p=0.0181) (p=0.143)

Results and discussion

Descriptive statistics are reported in Table 1, which
includes the detection frequencies (DF), geometric
means (GM), percentiles and concentration ranges
measured according to the matrix. PCBs and PFAS
were not measured in urine samples because of the
poor urinary excretion of these substances and,
subsequently, the expected low urinary levels and
detection frequencies (Genuis, Beesoon, and
Birkholz 2013; G. Zheng, Eick, and Salamova
2023). Similarly, even if it was previously success-
fully measured in blood in previous studies, bisphe-
nols and parabens were not measured in the
present serum samples due of the higher concen-
tration of these compounds and their metabolites
observed in urine (LaKind et al. 2019; Vorkamp
et al. 2021) and the limited literature reporting
serum levels for comparison (Vorkamp et al.
2021). Spearman’s correlations between pollutants
within each matrix were reported in Tables 2-4,
whereas the results of the inter-matrix comparisons
(Spearman correlation, weighted Cohen’s kappa
and ICC) were gathered in Table 5.

PCBs levels in hair and serum

As expected, PCB-28, -52 and -101 were not
detected in serum samples based on our LOQs
(from 0.015 to 0.020 pg/L), while the most abun-
dant was PCB-153 accounting for 42% of the sum
of PCBs, followed by PCB-138 and PCB-180. These
levels are far lower than those reported from

a study on Walloon adults recruited in 2015
(Pirard et al. 2018), from the French ESTEBAN
study conducted between 2014 and 2016
(Balestier et al. 2021), or from the German general
population within 2010 and 2014 (Schettgen et al.
2015). This is in agreement with the declining
trends observed these last decades due to the strict
regulations concerning their uses and disposals
established at the end of 1980’s, and the creation
of the “dirty dozen” blacklist within the Stockholm
Convention (EU, 1996 ; Pirard et al. 2018;
Schettgen et al. 2015). A similar profile was found
in hair samples for higher chlorinated congeners,
with PCB-153 being the congener detected the
most frequently and in the highest concentration
levels (DF: 82.6%; P50: 0.43 pg/mg). On the other
hand, lower chlorinated PCBs seemed to be present
in higher proportions in hair compared to serum.
Comparisons between both matrices are difficult
for these congeners due to the inability to detect
them in serum. Therefore, it was not possible to
determine if this trend is driven by the higher
sensitivity of the analytical method developed for
hair (and thus its greater suitability), or if the
profiles of PCBs in serum and hair are actually
different regarding the chlorination degree of con-
geners. According to J. Zheng et al. (2016), within
an occupational context (Chinese e-waste recycling
facility), air would be the primary source of PCB
contamination in hair predominantly through
external deposition, especially for lower chlori-
nated congeners, while blood contribution (and
thus internal exposure) would be lower. Even if
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TABLE 3. Spearman Correlation Coefficients Between Chemical Levels Measured in Serum (p-value in Parentheses). Significant

Correlations are Highlighted in Bold (p < 0.05)

SERUM
P(B138 PCB153 PCB180 PFHXS PFOA PFNA PFOS PFDA
P(B-101
P(B-138 -
P(CB-153 0.965 -
(p < 0.0001)
PCB-180 0.919 0.950 -
(p < 0.0001) (p < 0.0001)
PFHxXS
PFOA 0.544 =
(p=0.0019)
PFNA 0.501 0.485 =
(p=0.0048) (p = 0.0065)
PFOS 0.528 0.234 0.580 =]
(p=0.0027) (p=0.213) (0 =0.0008)
PFDA 0.609 0.434 0.781 0.649 =
(p =0.0004) (p = 0.0167) (0 < 0.0001) (p = 0.0007)

TABLE 4. Spearman Correlation Coefficients Between Chemical Levels Measured in Urine
(p-value in Parentheses). Significant Correlations are Highlighted in Bold (p < 0.05)

URINE
BPA BPS MeP EtP PrP
BPA -
BPS 0.697 -
(p < 0.0001)
MeP -
EtP 0.707 -
(b < 0.0007)
PrP 0.624 0.418 =
(p =0.0002) (p=0.0214)

markedly lower air contribution might occur dur-
ing environmental exposure, this pathway should
not be neglected, and differentiation between inter-
nal and external contamination sources is still
a hindrance to the use of hair in biomonitoring
studies. Although few studies reported PCB levels
in hair from European populations, concentrations
measured are in the same range as those previously
reported from French populations (Iglesias-

Gonzalez, Hardy, and Appenzeller 2020; Peng
et al. 2020) and lower than hair results observed
in Luxembourg (Peng et al. 2021). In serum as well
as in hair, PCB-138, -153 and -180 levels were
significantly correlated (Tables 2 and 3), suggesting
common sources of exposure.

The results of the inter-matrix correlations
(Table 5) show significant Spearman’s coefficient
and ICC for PCB-180, and the agreement between

TABLE 5. Results of the Inter-Matrix Correlations Using Spearman Correlation, Weighted Cohen’s Kappa and Two-Way Fixed Intraclass

Correlation
Spearman correlation Weighted Cohen'’s kappa IcC
K 95%1 Agreement Value Lower I Upper CI

Compounds Coefficient p-Value Lower Upper
Hair vs serum
PCB-138 0.343 0.110 - = = &= 0.553 0.185 0.783
PCB-153 0.308 0.152 0.015 -0.183 0.213 none 0.513 0.128 0.761
PCB-180 0.508 0.0134 0.388 0.088 0.689 minimal 0.695 0.402 0.859
PFOA 0.109 0.565 0.026 -0.151 0.203 none 0.145 -0.235 0481
Hair vs urine
BPA -0.002 0.994 —-0.084 —0.306 0.139 none -0.238 —-0.569 0.142
BPS -0.256 0.173 -0.118 —-0.444 0.207 none —-0.138 —-0.489 0.239
MeP 0.358 0.0522 0.356 0.078 0.634 minimal 0.329 -0.039 0615
EtP 0.657 <0.001 0.446 0.220 0.672 weak 0.622 0.338 0.801
PrP 0.381 0.0380 0.495 0.193 0.798 weak 0.215 —-0.163 0.534
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matrices according to Cohen’s kappa was found as
“minimal.” This indicates that levels in hair and
serum might present a similar reliability for the
PCB-180 exposure assessment even if the agree-
ment is poor according to Cohen’s kappa value.
For PCB-138 and -153, ICC were significant but
lower than for PCB-180, while no significant cor-
relation nor agreement were observed between
both matrices (for PCB-153 only, Cohen’s kappa
could not be evaluated for PCB-138 due to the low
detection frequencies observed in the reference
population used for the cutoff determination).
Even with the use of three different statistical meth-
ods to compare concentrations obtained in differ-
ent matrices enabling a more reliable and cautious
interpretation of correlation results, these conclu-
sions are globally consistent with previous findings
reporting positive correlations between hair and
serum concentrations for some PCBs (Barmpas
et al. 2020; J. Zheng et al. 2016). These correlations
or agreements between matrices support the
hypothesis of an effective transfer from blood cir-
culation to hair, enhanced by the high lipophilicity
of these substances which facilitates their diffusion
across cell membranes and incorporation into
a lipid-rich matrix such as hair (containing
3.5-4% of lipids vs 0.2-1% for blood) (Cone 1996;
Hsu et al. 2022; Junaid et al. 2024).

PFAS levels in hair and serum

PFPeA, PFHxA and PFHpA were detected in few
hair samples (respectively 0%, 10% and 3.3%) and
in none of the serum samples. For all other PFAS,
serum was widely contaminated (more than 80% of
the samples measured), while hair contamination
was mainly dominated by PFOA, the other PFAS
being positively measured in less than 10% of the
samples. These low detection frequencies for PFAS
other than PFOA were previously reported by
Claessens, Pirard, and Charlier (2022), indicating
the poorer suitability of PFAS hair measurements
compared to serum measurements and/or the low
sensitivity of the analytical method used compared
to the low levels to detect.

The serum PFAS levels are consistent with those
observed in populations from Wallonia and with

levels measured in Germany and France (Fillol
et al. 2021; Gockener et al. 2020; Pirard, Dufour,
and Charlier 2020) but lower than those observed
in a Flemish population (Colles et al. 2020). The
latter were collected from an older population
recruited a decade ago, confirming either the
worldwide temporal decline trend and/or the
regional difference in exposure previously observed
for PFAS in Belgium (Dufour et al. 2018; Pirard,
Dufour, and Charlier 2020). The levels measured in
hair were in the same range as those noted in the
literature (Claessens, Pirard, and Charlier 2022;
Kim, Lee, and Oh 2019; Martin et al. 2019). These
comparisons demonstrated that despite the small
sample size of the present population, the partici-
pants recruited experienced usual background
exposure.

Correlation was not performed between PFAS in
hair because of the low DF. All PFAS (except PFOS
and PFOA) levels were significantly correlated in
serum (Table 3) suggesting that common exposure
sources are occurring, rather through the environ-
mental accumulation of these “forever” chemicals
than through their individual uses in consumer
products (De Silva et al. 2021; Gliige et al. 2020).

Despite the statistical test carried out
(Table 5), no significant correlation nor agree-
ment was found for PFOA concentrations
between serum and hair. The results of associa-
tion between hair and serum levels of PFAS
reported in the literature have been inconsistent.
While few investigators found significant asso-
ciation between hair and serum levels of PFOS
or PFOA (Kim, Lee, and Oh 2019; J. Li et al.
2013), others did not report any correlation
between both matrices (J. Li et al. 2013; Liu
et al. 2020; Wang et al. 2018). This lack of
correlation between serum and hair PFAS levels
was not expected for such persistent com-
pounds. Indeed, the incorporation of chemicals
is thought to occur into the hair root follicles
from the surrounding blood capillaries and
mainly influenced by blood concentration and
contact time (Chata et al. 2016; Junaid et al.
2024). Therefore, since, like PCBs, PFAS are
known to be poorly metabolized and eliminated
from the organism, leading to their blood levels
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being relatively constant (Knutsen et al. 2018;
LaKind et al. 2019; Schettgen et al. 2015), cor-
relations between serum and hair levels might
be expected to compare to those observed for
some PCBs. On the other hand, the incorpora-
tion rate into the hair matrix may also be influ-
enced by the affinity of the compound for hair
components (i.e. proteins, melanin, lipids) and
the affinity for blood proteins (Carnevale et al.
2014; Cone 1996; Lallmahomed et al. 2024)
which might limit the transfer from blood for
PFAS, known to be strongly bound to serum
albumin (Fischer et al. 2024). These differences
in matrix affinity between PFAS and PCBs
resulting in a lower hair incorporation rate for
PFAS are also suggested by their comparable or
even lower hair levels compared to PCBs,
whereas PFAS serum concentrations were
roughly 100-fold higher than PCB levels.

Bisphenol levels in hair and urine

The urinary and hair levels of bisphenols measured
in the present study are similar to those reported in
previous Belgian studies on a larger population
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FIGURE 1. Relative contributions of individual compound levels
to the corresponding total concentrations.
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(Claessens, Pirard, and Charlier 2022; Pirard and
Charlier 2022). Bisphenol A was the predominant
bisphenol in urine and hair, with a median value of
0.74 pg/L (DF: 97%) and 38.3 pg/mg (DF: 83%),
respectively. BPS was detected in less than 40% of
the urine samples despite the lower LOQ (vs BPA),
and all hair strands presented quantifiable levels
close to those measured for BPA. Although having
similar chemical structures, the additional sulfur
atom in BPS may impact its binding to hair keratin
(Cao et al. 2024) and/or its metabolism and renal
excretion, and therefore might explain at least
partly, the different distribution between urine
and hair observed for BPA and BPS, as highlighted
in Figure 1. The correlation between BPA and BPS
hair levels on one hand, and the lack of significant
correlation in urine (Tables 2 and 4) on the other
confirm the different behavior of both bisphenols
within both matrices.

The comparison between urinary and hair levels
did not highlight any correlation nor agreement
between both matrices (Table 5). This lack of cor-
relation was expected since bisphenol urinary levels
was demonstrated to widely vary from day to day
and even within a day. In fact, their high intra-
individual variability, reflecting very short-term
exposure (few hours), suggests a poor accuracy of
a single spot urine sample in representing mid-
term exposure (LaKind et al. 2019; Roggeman
et al. 2022). In contrast, hair has been considered
to cover a wider exposure window, from a few
weeks to several months depending on the strand
length (Alves et al. 2014; Appenzeller 2015). In
addition, the variability of bisphenol levels in hair
was demonstrated to be lower compared to urine
and depending on the bisphenol (higher reliability
for BPS compared to BPA) (Fays et al. 2021). This
difference in the temporal exposure window cov-
ered by the two matrices might result in different
information being provided: peaks or valleys of
exposure occurring within a day highlighted by
the urinary levels (depending on the timing of
sample collection), and levels averaged and
smoothed over several weeks or months provided
by hair chemical levels. Another difference between
urine and hair comes from the species measured in
both matrices. Because bisphenols are rapidly
metabolized and eliminated in urine as conjugated
compounds (sulfo- and glucuro-conjugates)
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FIGURE 2. The classification of exposure for each individual
according to the quartile of contamination in both matrices for
BPA and EtP. Divergent and consistent classifications are repre-
sented respectively in pink and green.

(Dekant and Volkel 2008), the sum of free and
conjugated bisphenols was measured in urine
within the present study, while free bisphenol levels
were determined using hair samples. Indeed, it was
expected that mainly unconjugated bisphenols
might be incorporated from blood into hair as
previously observed for phthalate metabolites
because highly hydrophilic and large molecules
might readily penetrate biological membranes
(Hsu et al. 2022). Since the unconjugated form is
thought to be responsible for the endocrine dis-
rupting properties of bisphenols (Ma et al. 2019),
their measurements in hair may be relevant from
a toxicological perspective. However, the informa-
tion provided by hair and urinary levels is defini-
tively different, as already suggested by Fays et al.
(2021), making the selection of the best marker in
epidemiological studies aiming to investigate asso-
ciations between chemical exposure and health
outcomes uncertain. Figure 2 represents the expo-
sure classification of individuals according to the
quartile of contamination in both matrices for BPA
and EtP. For BPA, few participants were similarly
classified using urinary or hair levels (also

demonstrated by the lack of agreement according
to the Cohen’s kappa value), indicating that
depending upon the matrix selected, the classifica-
tion of the exposure level may vary thus strongly
influencing the association evaluation between
exposure and health outcomes.

Paraben levels in hair and urine

As expected, and previously reported, MeP was the
most abundant paraben measured in urine and hair
with a median of respectively 3.06 ug/L and 37.1
pg/mg, far higher than EtP and PrP. Once again,
levels measured in the urine and hair from our
small population are close to those obtained on
similar larger-sized populations (Claessens,
Pirard, and Charlier 2022; Pirard and Charlier
2022). These urinary levels are also similar to the
results detected the French ESTEBAN study (Fillol
et al. 2021), but lower than the concentrations
measured in the urine of Spanish breastfeeding
mothers (Sanchis et al. 2020). This might be due
to different use profile of cosmetics between coun-
tries or subpopulations. Similarly, the paraben con-
centrations measured in hair samples were largely
lower than those found in the hair of a small
Spanish or Polish cohort (Martin et al. 2019;
Wojtkiewicz et al. 2021). The profile of parabens
observed in urine and hair does not seem to be
markedly different, the contribution of PrP being
lower in urine than hair (Figure 1). As previously
observed MeP levels are significantly correlated
with EtP and PrP in both matrices (Dewalque,
Pirard, and Charlier 2014; Tian et al. 2023) as
presented in Tables 2 and 4 reflecting the combined
use of parabens in their applications such as cos-
metics or food (Janjua et al. 2008; Soni, Carabin,
and Burdock 2005).

Significant correlations between urinary and
hair levels were detected for EtP regardless of
the statistical test used (significant Spearman
coefficient and ICC, Cohen’s kappa value repre-
senting a significant weak agreement). The con-
sistency of the distribution within quartiles of
contamination in urine and hair paired samples
for EtP is also depicted in Figure 2, largely
contrasting with the trend observed for BPA.
PrP also showed a significant weak agreement
and Spearman’s coefficient, but the ICC did not
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indicate any correlation due to a lower detection
frequency especially in urine, which decreases
the statistical effectiveness of the test. These
correlations and agreement between urine and
hair levels were not surprising. Indeed, on one
hand, the regular habits in the daily cosmetic
and personal care product applications (main
paraben sources of exposure) leads to a fairly
reproductive day-to-day exposure. On the other
hand, the specificity of dermal absorption tends
to reduce peak and valley concentrations com-
pared to oral intake (Braun et al. 2012; Philippat
et al. 2015). Both of these factors might result in
low intra-individual variability of urinary para-
ben levels and therefore a fair reliability of urine
spot samples to represent mid- to long-term
paraben exposure (Braun et al. 2012; Dewalque
et al. 2015; LaKind et al. 2019), a time window
of exposure comparable to the one covered by
hair analysis. Conversely, no marked correlation
was demonstrated for MeP according to
Spearman and ICC, and only minimal agree-
ment was observed between the classification in
both matrices. Although Tian et al. (2023) also
found a lack of correlation between hair and
urine levels for several parabens, this inconsis-
tency in the behavior of the three studied para-
bens was not expected, since all three
demonstrated similar chemical structures.
However, the different lengths of the carbon
chain might influence the incorporation in the
hair shaft because of the different related lipo-
philicity. Longer chains showing higher lipophi-
licity might enhance the transfer to hair.
Further, the hydrolysis of parabens by human
microsomes occurs more rapidly for methylpar-
aben and the rate decreases with increasing car-
bon chain length (Abbas et al. 2010), likely
providing less time for MeP to be incorporated
into hair arguing for contact time as
a contributor to the incorporation of pollutants
into the hair in addition to concentration (Chata
et al. 2016; Fays et al. 2023; Junaid et al. 2024).
Finally, MeP is the most abundant paraben
found in food, either occurring naturally such
like in cloudberry, yellow passion fruit juice,
white wine, vanilla, or added as preservatives
in processed food like cakes, pastries, icings,
toppings and fillings, or soft drinks (Soni,

Carabin, and Burdock 2005), thus involving an
additional exposure pathway besides dermal
absorption. This latter assumption may be wea-
kened by significant correlations observed
between parabens in each matrix.

A last point arguing to the detriment of the
hair use is the occurrence of some outlier
concentrations in MeP measured in hair,
more than 120-fold higher than the interquar-
tile range (IQ) whereas urine levels are less
spread. These extreme outlier values might
arise from an external contamination due the
participant’s use of hair wax or other hair
products containing MeP, which were not
entirely removed despite the successive wash-
ing steps prior to hair analysis (Claessens,
Pirard, and Charlier 2022).

Limitations of the study

The main limitation of this study was the small
size and non-representativeness of the population
selected, thus reducing the statistical power of the
obtained results. Nevertheless, the pollutant levels
measured across the matrices were similar to
those reported from recent larger scale studies
carried out on similar populations, validating
the design of the present study and the selection
of cutoff values for the Cohen’s kappa determina-
tion. In addition, this study also suffers from the
known limitations inherent in the matrices tested.
Single spot urine samples were found to not reli-
ably reflect exposure to some non-persistent
compounds due to a high intra-individual level
variability (Dewalque et al. 2015; Roggeman et al.
2022), but the collection of multiple samples or
24-hour urine samples might not significantly
reduce this variability (Fays et al. 2021; Lassen
et al. 2013). The (1) difficulty to differentiate
endogenous from exogenous contaminations, (2)
lack of standardized decontamination procedure
and (3) limited availability of commercial quality
controls diminish the usefulness of the use of hair
markers (Claessens, Pirard, and Charlier 2022;
Junaid et al. 2024). Nonetheless, urine spot sam-
ple remains the most used matrix for the biomo-
nitoring of chemicals such as bisphenols and
parabens (Vorkamp et al. 2021), and hair is
undoubtedly one of the promising alternative
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matrices due to its non-invasiveness nature and
the lower concentration variability for non-
persistent compounds compared to urine (Fajs
et al. 2021). Therefore, since this investigation
was intended to knowingly select matrices to be
used within an epidemiological study, consider-
ing the information provided and the current
advantages and disadvantages, these limitations
are an integral part of the study.

Conclusions

This short preliminary study provides valuable data
on the levels and distributions of several persistent
(8 PFAS and 6 PCBs) and non-persistent pollutants
(three parabens and two bisphenols) in paired
serum and hair samples or paired spot urine and
hair samples from 30 Belgian non-occupationally
exposed individuals. The results were expected to
help in the selection of the most suitable markers
(and thus the most appropriate matrix) to be mea-
sured in an upcoming epidemiological study to
assess the relationship between chemical exposure
and diabetes.

When investigating the distribution of chemi-
cals between the reference (serum or urine) and
the alternative (hair) matrices, the first and
main takeaway is that the conclusions are dif-
ferent according to the chemical group and even
according to the targeted chemical within the
same group. For PFAS, despite the invasiveness
of the sampling, serum still appears to be the
most suitable matrix compared to hair. This
results from the low concentrations observed in
hair compared to serum, resulting in a high
proportion of non-detected measurements in
hair samples. In addition, the unknown mechan-
ism of incorporation into hair, the potential role
of keratin and plasma proteins in PFAS distri-
bution, the higher representativeness of internal
exposure in serum compared to hair (due to the
difficulty in discerning internal and external
contamination of hair), and the large amount
of data available on PFAS serum levels support
this option. PCB results in serum and hair
seemed to lead to similar interpretations for
higher chlorinated congeners, while lower
chlorinated ones seemed to be in higher

proportion in hair and mainly undetected in
serum. Data suggest hair as the preferred matrix
for PCB measurement, if external contamination
might be undoubtedly be excluded. For bisphe-
nols, hair and urine levels provided different
information. The classification of the levels mea-
sured in both matrices varied markedly, there-
fore making the selection of the matrix strongly
influential on the association evaluation between
exposure and health outcomes. Further, BPA
and BPS seemed to behave differently during
their incorporation in the hair shaft, further
complicating the selection of the matrix.
Finally for parabens, even if differences occurred
regarding the carbon chain length of the para-
ben, hair or urine seemed to show similar relia-
bility in exposure assessment. Nevertheless,
a highly performant decontamination procedure
needs to be performed to ensure the absence of
external contamination for these chemicals used
in hair care products.

The selection of markers and the human matrix
to be sampled within the design of a biomonitoring
or epidemiological study is both complex and cri-
tical, as it can significantly bias the results when
studying health risks related to chemical exposure
assessed from chemical levels in biological
matrices. Further research is needed to better
understand the distribution of chemicals in
human biological matrices, including the mechan-
isms underlying the incorporation of chemicals
into alternative matrices such as hair. In addition,
efforts need to focus on addressing the limitations
inherent to each matrix such as (1) distinguishing
external from internal hair contamination (2),
improving the reliability of urinary results, and
(3) reducing the invasiveness of sampling
procedures.
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Abbreviations

HBM Human biomonitoring

POPs Persistent organic pollutants
PFAS Perfluoroalkyl substances

PCBs Polychlorobiphenyls

PFPeA Perfluoropentanoic acid
PFHxA Perfluorohexanoic acid

PFHpA Perfluoroheptanoic acid

PFOA Perfluorooctanoic acid

PFNA Perfluorononanoic acid

PFDA Perfluorodecanoic acid

PFHxS Perfluorohexanesulfonate

PFOS Linear perfluorooctanesulfonate
MeOH Methanol

UHPLC Ultra-high performance liquid chromatography
MS/MS Tandem mass spectrometer
LOQ Limit of quantification

GC Gas chromatography

MeP Methylparaben

EtP Ethylparaben

PrP Propylparaben

DF Detection frequency

ICC Intraclass correlation coefficient.
GM Geometric mean

P25 Percentile 25

P50 Percentile 50

P75 Percentile 75

P95 Percentile 95

Min-max: Minimum-maximum

CI Confidence interval
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Chapitre 4 — Perturbateurs endocriniens et diabéte de type 2, étude épidémiologique en
population liégeoise

4.1 Introduction

Comme cela a été discuté dans les chapitres 1.3 et 1.4, et dans la publication 1, le DT2 est une
pathologie épidémique a travers le monde et les études menées en laboratoire, qu’elles soient
in vitro ou in vivo sont de plus en plus nombreuses a montrer le caractére diabétogene de
certains polluants. Actuellement, les données épidémiologiques ne permettent pas de
démontrer le lien entre la contamination de I'Homme par ces polluants et la pathologie. En
effet, les données sont parfois contradictoires, certaines études rapportant des associations

alors que d’autres non (132,147,180).

Il faut néanmoins s’abstenir de conclure trop hativement face a cette absence de consensus
dans les études épidémiologiques. En effet, la réalisation de celles-ci se heurte a de
nombreuses difficultés qui peuvent biaiser ou masquer certains résultats. Nous avons, par
exemple, déja mentionné plus tot dans cette thése, la difficulté du choix de la matrice
biologique adaptée pour évaluer I'exposition d’un individu a un polluant. Les études réalisées
sur le cheveu ont permis d’améliorer nos connaissances sur les différentes matrices ainsi que
sur leurs avantages et leurs limites. Ainsi, il semble que le sérum soit la meilleure matrice pour
le monitoring des polluants persistants. Pour les polluants non persistants, en I'absence de
solutions pour pallier les limites de la matrice cheveux, I'urine demeure la matrice privilégiée
a nos yeux. Si nos études sur le cheveu semblent ouvrir de nouveaux horizons pour le
biomonitoring des polluants environnementaux, les résultats des corrélations entre les
matrices, I'absence de contrbles qualités commerciaux et le probléme de la contamination
externe outrepassent les bénéfices que cette matrice peut offrir, comme l'effet mémoire ou la
facilité de prélevement. La variabilité intra-individuelle des concentrations de certains
polluants chimiques dans 'urine peut étre en partie diminuée par la taille de la population et
par 'utilisation de méthodes d’ajustement des concentrations urinaires des polluants (164).
Ainsi, pour étudier I'impact des perturbateurs endocriniens sur une population, il nous
apparait légitime de mesurer les niveaux de contamination dans les échantillons sériques et

urinaires.

Apres le choix de la matrice biologique, la facon d’ajuster les concentrations mesurées dans
cette matrice peut également avoir un impact significatif sur les résultats d’'une étude. En effet,
pour de nombreux auteurs, rapporter ces concentrations en masse par volume n’est pas la

facon optimale de procéder (181). Ainsi dans la plupart des études épidémiologiques, les
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concentrations volumétrigues sont ajustées, mais les méthodes d’ajustement employées sont
nombreuses ce qui ajoute de la variabilité entre les études. Ces ajustements sont néanmoins
indispensables. En effet, pour les polluants urinaires, la concentration du composé dans
I’échantillon d’urine dépend de la dilution de celle-ci qui, elle-méme, dépend de I'état
d’hydratation de I'individu. Ce parameétre varie fortement en cours d’'une méme journée chez
un méme individu, cette variabilité va donc se répercuter sur les concentrations des
xénobiotiques urinaires. Et cela va avoir un impact négatif sur la puissance statistique des
études épidémiologiques explorant les polluants urinaires, certains résultats pouvant ainsi
étre masqués. Plusieurs parametres, a savoir, I'ajustement par la gravité spécifique urinaire,
par I'osmolalité urinaire ou par la concentration de |'’échantillon en créatinine, peuvent
permettre de tenir compte de la dilution de I'urine au moment du prélevement. Le plus
souvent, les auteurs pondéerent en divisant simplement la concentration volumique du
polluant par la concentration urinaire de la créatinine. Cette méthode repose sur I’hypothése
gue I'élimination de la créatinine est constante au cours du temps. Cependant, cette hypothése
n’est pas toujours vraie, notamment si des facteurs peuvent étre en relation a la fois avec les
niveaux de polluants, les niveaux de créatinine et la pathologie observée (par exemple :
I'altération de la fonction rénale chez les diabétiques). Des alternatives sont ainsi décrites dans
la littérature, certains préconisant l'introduction des parameétres de correction comme
covariables dans les modeéles statistiques ou l'utilisation d’'une méthode d’ajustement de la

concentration statistiquement pondérée (181-183).

De la méme maniére, les polluants sériques lipophiles sont généralement corrigés par la
concentration sérique des lipides totaux car les individus avec un niveau de lipides sériques
plus élevé ont tendance a transporter plus de polluants lipophiles dans leur sérum. La
correction par les lipides totaux permet également de refléter la concentration des polluants
lipophiles dans les compartiments graisseux de I'organisme dans lesquels ils se stockent, ainsi
gue de standardiser les concentrations en fonction de la variation des lipides totaux sériques
au cours du temps (163,182,184). Comme pour les polluants urinaires, les polluants lipophiles
sériques sont le plus souvent pondérés en divisant leurs concentrations par la valeur des
lipides totaux sériques. Cependant, certains auteurs suggérent que cette approche, pouvant

étre influencée par des parameétres (IMC, age, ...) directement en lien avec des pathologies
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métaboliques telles que le DT2 n’est pas toujours adaptée lors d’études épidémiologiques

(182,183,185).

Dans notre étude, nous avons testé plusieurs méthodes de pondération des dosages.
Premierement, nous avons réalisé des modeles statistiques en utilisant les concentrations
volumétriques des polluants. Deuxiemement, les valeurs de créatinine ou des lipides totaux
ont été introduites dans les modeéles statistiques comme covariables. Troisiemement, nous
avons appliqué le modele classique de division de la concentration des polluants par les
facteurs de correction. Enfin, le dernier modele testé est un modeéle d’ajustement
statistiquement pondérée : la « covariate-adjusted standardization » (CAS). En résumé, pour
les polluants urinaires, une valeur théorique de créatinine est prédite pour chaque individu au
moyen d’'un modeéle de régression linéaire. La concentration des polluants est ensuite
multipliée par un ratio entre cette créatinine théorique et la créatinine mesurée. Le méme

protocole a été appliqué aux polluants lipophiles avec les lipides totaux sériques (182).

Un autre parameétre pouvant expliquer en partie les discordances entre les différentes études
est la difficulté de prendre en compte « I'effet cocktail », notion que nous avons expliquée en
introduction de cette these. Ces dernieres années, les connaissances et les réglementations
ont évolué en prenant en compte I'exposition aux mélanges de substances et non plus
uniguement en considérant les composés individuellement. En effet, il est aujourd’hui bien
établi que les perturbateurs endocriniens peuvent avoir des effets additifs, antagonistes ou
synergiques (186). De plus en plus d’études épidémiologiques s’intéressent donc a I'évaluation
de cet effet cocktail en explorant I'impact d’'un mélange de polluants, par exemple sur
I'altération de la fonction thyroidienne ou encore sur la survenue cancers ou de troubles du
neurodéveloppement (159,160,187). Si I'exposition en laboratoire de cellules ou d’animaux a
des cocktails de contaminants pour en étudier I'impact sur 'homéostasie glucidique est
facilement réalisable (188), il est en revanche beaucoup plus compliqué d’en étudier I'impact
chez I’'Humain, notamment a travers les études épidémiologiques. A ce jour, les données liant
la coexposition a de multiples substances et le DT2 chez I’'Homme sont rares et seules quelques
études ont approché I'analyse des effets cocktails (189—-191). Il est donc nécessaire d’étudier

I'impact de I'exposition simultanée a de multiples polluants sur le DT2.

Pour ce faire, nous devons utiliser des méthodes statistiques plus adaptées. Ces méthodes

doivent idéalement pouvoir intégrer un grand nombre de covariables sans perte de puissance
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statistique. La corrélation entre les concentrations de différents polluants mesurées dans notre
population rend les modeles de régression multiples classiques inadaptés (186). Différentes
méthodes ont été proposées dans la littérature pour évaluer I'impact de la coexposition a
différents polluants (192). Les options que nous avons choisies dans ce travail pour étudier
I'effet cocktail sont, d’'une part, la « Weighted Quantile Sum (WQS) regression » et, d’autre

part, la méthode bayésienne « Bayesian Kernel machine regression » (BKMR).

La méthodologie WQS permet de mettre en évidence des associations monotones entre
I'exposition a un mélange de polluants et un effet sur la santé. Cette méthode permet
également d’identifier au sein du mélange de polluants quels composés sont les plus
fortement associés a l'effet étudié. Malheureusement, la méthodologie WQS ne permet pas
de mettre en évidence des relations non linéaires ou non additives entre les polluants
(160,193,194). Le modele BKMR permet de répondre a ces lacunes. Méme s'il est plus difficile
a modéliser et interpréter, le modele BKMR posséde I'avantage non seulement de mettre en
évidence un effet non monotone d’un mélange de substances sur une variable dépendante,
d’identifier parmi ce mélange quelles substances sont les plus problématiques mais également

de mettre en évidence des interactions non additives entre les différents polluants (195).

Dans ce travail, I'influence des PE sur le DT2 a été étudiée au moyen d’une étude transversale
durant laquelle les niveaux de contamination pour différentes familles de PE ont été étudiés
chez 105 individus diabétiques de type 2 et comparés aux niveaux observés chez 98 volontaires
sains. Différentes familles de polluants ont été incluses dans I'étude. Des bisphénols, phtalates,
parabénes, métabolites de OP ainsi que le TCS et la BP-3 ont été mesurés dans l'urine. Dans le
sérum, les concentrations de plusieurs PCB, du 4,4’-DDE, ainsi que celles de différents PFAS

ont été déterminées.

Le lien entre la contamination par les différents composés mesurés dans I'étude et le DT2 a été
évalué en utilisant différentes méthodes statistiques. Premiérement, de facon monovariée
puis multivariée avec une approche monopolluant, ensuite, le lien entre la contamination et

la pathologie a été étudié en considérant I'effet cocktail.
L'objectif de ce travail est donc triple :

e Etudier les éventuelles associations entre I'exposition a plusieurs familles de polluants

etle DT2 ;
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e Explorer comment la correction des concentrations par les lipides et la créatinine peut
impacter ces associations ;

e Aller au-dela des modeéles monopolluants en employant des méthodes statistiques
adaptées a la prise en considération de plusieurs polluants simultanément et donc a

I'investigation de I'effet cocktail ;

4.2 Matériel et méthode

4.2.1 Population de I'étude

Entre 2021 et 2022, 105 patients diabétiques ont été recrutés lors d’une hospitalisation ou
d’une visite de contréle au sein du service de Diabétologie du Centre Hospitalo-Universitaire
(CHU) de Liege. Parallelement, 98 volontaires sains ont été recrutés dans une population de
donneurs de sang se rendant aux collectes mobiles organisées par la Croix-Rouge en Province
de Liege ainsi que parmi le personnel de I'Université et du CHU de Liege. Dans la mesure du
possible, ces derniers ont été sélectionnés de maniére a correspondre en age et en sexe aux
volontaires diabétiques. Cette étude a été autorisée par le Comité d’Ethique hospitalo-

facultaire du CHU-ULiege (n°2016-296).

Chaque volontaire s’est soumis a un prélevement sanguin effectué par le personnel du centre
de préléevement de I’hopital. Deux tubes secs sans gel de 10 mL ont été collectés chez chaque
individu, tandis qu’un tube EDTA a été prélevé en plus chez les volontaires sains afin d’y
mesurer I’hémoglobine glyquée (HbAlc). Les volontaires ont également fourni un échantillon
urinaire collecté dans un pot a urine en polypropyléne. Les données démographiques ont été
recueillies au moyen d’un questionnaire. Chez les patients diabétiques, la valeur de

I'albuminurie et de ’'HbAlc ont été extraites du dossier médical informatisé.

Apres le préléevement, les échantillons ont été acheminés au laboratoire de Toxicologie. A la
réception des échantillons, le sang a été centrifugé puis décanté afin d’en récupérer le sérum.

Les échantillons de sérum et d’urine ont directement été congelés a -20°C jusqu’a analyse.
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4.2.2 Analyse des polluants

4.2.2.1 Les composés inclus dans I'étude

Plusieurs types de composés ont été inclus dans I'étude :

Composés mesurés dans les échantillons urinaires

Bisphénols : bisphénol AF (BPAF), BPF, BPA, bisphénol Z (BPZ), BPS, bisphénol AP
(BPAP) ;

Triclosan ;

Métabolites des composés organophosphorés : DEP, DMTP, diméthyldithiophosphate
(DMDTP), diéthylthiophosphate (DETP), diéthyldithiophosphate (DEDTP) ;

Parabenes : MP, EP, PrP, n-butylparabéene (n-BP) ;

Phtalates et métabolites du bis(7-methyloctyl) cyclohexane-1,2-dicarboxylate (DINCH):
monoéthyl phtalate (MEP), mono-n-butyl phtalate (MnBP), mono-iso-butyl phtalate
(MiBP), mono-2-éthylhexyl phtalate (MEHP), mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate (5-
OH-MEHP), mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate (5-oxo-MEHP), monobenzyl phtalate
(MBzP), cyclohexane-1,2-dicarboxylate-mono-(7-hydroxy-4-methyl)octyl ester (OH-
MINCH), cyclohexane-1,2-dicarboxylate-mono-(7-carboxylate-4-méthyl)heptyl ester
(cx-MINCH), 7-carboxy-(mono-méthyl-heptyl) phtalate (cx-MiNP), 6-OH-mono-propyl-
heptyl phtalate (OH-MiDP) ;

Benzophénone : BP-3.

Composés mesurés dans les échantillons sériques

PFAS : PFOA, PFOS total et linéaire, PFHxXS, acide perfluoroheptanoique (PFHpA), acide
perfuorohexanoique (PFHxA), acide perfluorononanoique (PFNA), acide
perfluorodécanoique (PFDA), acide perfluoroundécanoique (PFUNDA) ;

PCB : PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 105, PCB 114, PCB 118, PCB 138, PCB 153, PCB 156,
PCB 157, PCB 167, PCB 180 ;

4,4’-DDE.

4.2.2.2 Les PFAS dans le sérum

Les PFAS ont été extraits du sérum en suivant la procédure développée précédemment par

Dufour et al. (2018) (196). En résumé, 1 mL d’échantillon de sérum est acidifié avec de I'acide
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formique avant d’étre soumis a une extraction sur phase solide a I'aide de cartouches Oasis
WAX (Waters®). Lélution est effectuée par 2 x 2 mL d’une solution a 2 % de NHs dans le
méthanol (MeOH). Apres évaporation, les extraits sont repris dans 80 pL d’'un mélange
d’acétate d'ammonium dans l'eau (2 mM) et d’acétonitrile, en proportion 80/20 (v/v). Les
échantillons sont ensuite analysés en UHPLC couplée a un spectromeétre de masse en tandem
(MS/MS). En plus des échantillons inconnus, chaque séquence comprenait un blanc réactif et
deux controles de qualité provenant de I'« Arctic Monitoring and Assessment Program »
(AMAP) pour polluants persistants organisé par |'Institut National de Santé Publique du

Québec (INSPQ).

4.2.2.3 Les PCB et 4,4-DDE dans le sérum

Lanalyse des PCB et du 4,4’-DDE dans le sérum a été effectuée selon la méthode décrite par
Cirello et al. (2024) (187). Les échantillons de sérum (1 mL) sont traités avec 0,3 mL d’acide
acétique avant d’étre soumis a une double extraction liquide-liquide au moyen d’'un mélange
d’hexane/acétone (95/5 (v/v)). Les phases organiques rassemblées sont ensuite évaporées
jusqu’a un volume de 500 L et éluées sur cartouches PHREE®. Les échantillons sont ensuite
concentrés a 50 uL a température ambiante dans des vials comprenant 50 uL de nonane et
analysés par chromatographie gazeuse (GC) associée a un détecteur MS/MS. En plus des
échantillons inconnus, chaque séquence comprenait un blanc réactif et deux controles de

gualité provenant de 'AMAP pour polluants persistants organisé par I'INSPQ.

4.2.2.4 Les phtalates, parabénes et benzophénone-3 dans l'urine

L'analyse des phtalates, des parabenes et de la benzophénone-3 dans 'urine se fait par UHPLC-
MS/MS (197). En résumé, un aliquot de 3 mL d’échantillon d’urine est extrait en phase solide
au moyen d’une cartouche Bond Elut certify LRC, aprés avoir été hydrolysé a l'aide de (-
glucuronidase. En plus des échantillons inconnus, chaque séquence comprenait un blanc
réactif et deux contrbéles de qualité provenant du « German External Quality Assessment

Scheme for Analysis in Biological Materials » (G-EQUAS) ; matériel 9 A/B.

4.2.2.5 Les bisphénols et triclosan dans l'urine

Les bisphénols et le triclosan présents dans les échantillons urinaires ont été analysés selon la
méthode précédemment décrite par Pirard et al. (2022) (68). Trois millilitres d’échantillons
d’urine sont d’abord hydrolysés en utilisant des enzymes (B-glucuronidase et sulfatase) dans

du tampon acétate de sodium a pH 5 pendant 30 minutes a 40°C. L'extraction des composés
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d’intérét est ensuite réalisée par une extraction en phase solide au moyen de cartouche Oasis
HLB SPE (Waters®), suivie d’une extraction liquide/liquide effectuée au moyen d’acétate
d’éthyle. Avant analyse par GC-MS/MS, les échantillons sont dérivatisés avec du (N-méthyl-N-
(triméthylsilyl))trifluoroacétamide. En plus des échantillons inconnus, chaque séquence
comprenait un blanc réactif et deux contréles de qualité, I'un provenant de G-EQUAS (matériel
14/15) et l'autre de « External Quality Assessment Scheme for Organic Substances in Urine »

(OSEQUAS) fourni par I'INSPQ.

4.2.2.6 Les métabolites des pesticides organophosphorés dans I'urine

Les métabolites des pesticides organophosphorés (les DAP) ont été analysés en suivant la
méthode déja décrite dans la littérature par Pirard et al. (2020) (110). En résumé, deux étapes
sont nécessaires : 3 mL d’échantillon urinaire sont acidifiés par 300 pL d’acide hydrochlorique
3 M et extraits en phase solide sur des cartouches 3cc Oasis WAX (Waters®). L'élution se fait
par une solution d’'ammoniaque a 5 % dans du méthanol. L'éluat est ensuite évaporé sous flux
d’azote a 40°C. Apres évaporation, la dérivatisation se fait en ajoutant 1 mL d’acétonitrile, 50
uL de chloroiodopropane et 50 mg de carbonate de potassium. Le mélange est chauffé a 65°C
pendant deux heures. Le surnageant est ensuite collecté et évaporé presque a sec a 30°C sous
flux d’azote, puis reconstitué dans 70 uL de nonane. L'analyse finale est effectuée par GC-
MS/MS. En plus des échantillons inconnus, chaque séquence comprenait un blanc réactif et

deux contrdles de qualité provenant de G-EQUAS ; matériel 9 A/B.

4.2.3 Assurance qualité

Les méthodes analytiques ont toutes été validées en accord avec I'approche de I'erreur totale
pour atteindre les exigences de la norme ISO 17025 et les guidelines de la Société Francaise
des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (172,198-200). Les LOQ ont été calculées lors
des processus de validation et définies comme la plus petite quantité mesurable avec une

incertitude maximale sous les 40 %. Toutes les LOQ sont disponibles dans le tableau 2.

4.2.4 Dosage de la créatinine, des lipides totaux et de I’'hémoglobine glyquée

La détermination du cholestérol total et des triglycérides a été effectuée au moyen d’un Alinity
C (Abbott®, lllinois USA) par deux tests de coloration enzymatique en utilisant les kits Abbott®
prévus a cet effet. La valeur des lipides totaux a été calculée a l'aide de la formule de Phillips

et al. (1989) (équation 1) (201).
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lipides totaux = cholesterol total X 2,27 + triglycérides + 62,3

Equation 1 : Formule de Phillips avec : lipides totaux en g/L ; cholestérol total en mg/dL ; triglycérides en mg/dL

Le contenu en créatinine des échantillons urinaires a été déterminé sur un automate Architect

ci 4100 (Abbott®, Illinois, USA) en utilisant les réactifs et les kits de calibration fournis par

Abbott.

Le dosage de I'HbA1c été effectué par électrophorése capillaire sur Capillarys 3 OCTA (Sebia®,

Lisses France).

4.2.4.1 Ajustement par la créatinine et les lipides totaux

Comme décrit au point 4.1, plusieurs méthodes d’ajustement des dosages ont été étudiées

1)
2)

3)

4)

Pas de correction.

Introduction de la créatinine urinaire ou des lipides totaux comme covariable dans les
modeles de régression linéaire.

Ajustement des concentrations volumétriques par la concentration urinaire de

créatinine ou des lipides totaux sériques comme décrit dans les équations 2 et 3.

(Cua] [Cu] (Csa] [Cs]
ual == sal = —
[Cr] [Lip]
Equation 2 : Correction des Equation 3 : Correction des
concentrations urinaires par la concentration sériques par les
créatinine. [Cua] : concentration lipides totaux. [Csa] : concentration
urinaire du polluant ajustée (ug/g), sérique du polluant ajustée, [Cs] :

[Cu] : concentration urinaire du concentration sérique du polluant,

polluant, [Cr] : concentration mesurée [Lip] : concentration des lipides
totaux

de la créatinine

Modeéle d’ajustement statistique, CAS (182,183) : cette méthode se fait en plusieurs
étapes. Tout d’abord, un modeéle de régression linéaire est calculé sur base des données
de notre population. Ce modele fait le lien entre, d’une part, la créatinine urinaire (ou
les lipides totaux) et d’autre part, I'age, le sexe et I'IMC. Sur la base de ce modele, on
va ensuite pouvoir calculer pour chaque individu de notre population, une créatinine
urinaire (ou un niveau de lipides totaux) théorique que nous nommerons créatinine
(ou lipides totaux) prédite.

Ensuite, des ratios sont calculés en divisant la valeur de la créatinine prédite par la

valeur de la créatinine mesurée, ou en divisant les lipides totaux prédits par les lipides
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totaux mesurés. La concentration des polluants urinaires ou sériques est ensuite

ajustée en la multipliant par le ratio correspondant comme décrit dans les équations 4

et 5.
[pCr] [pLip]
[CAS] = [Cu] x [CAS] = [Cs] X ———=
[Cr] [Lip]
Equation 4 : Formule du CAS pour les Equation 5 : Formule du CAS pour les
polluants urinaires. [CAS] : concentration polluants sériques. [CAS] : concentration
urinaire du polluant ajustée, [Cu] : sérique du polluant ajustée, [Cs] :
concentration urinaire du polluant, [pCr] concentration sérique du polluant, [pLip] :
: créatinine prédite, [Cr] : concentration lipides prédits, [Lip] : concentration des
mesurée de la créatinine lipides totaux

4.2.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées au moyen des logiciels Excel® (Microsoft Office
365) et RStudio (version 4.0.3, R Project for Statistical Computing). Le seuil de significativité a
été fixé a p< 0,05. La normalité des données qu’elles soient démographiques ou relatives aux
concentrations en polluants a été testée au moyen du test de Shapiro-Wilk. Les variables
continues ont été comparées entre les volontaires diabétiques et les volontaires sains a l'aide
du test t de Student ou du test des rangs signés de Wilcoxon (age, IMC). Les différences entre
les populations pour les variables catégorielles ont quant a elles été testées au moyen du test
du x? (sexe, antécédents familiaux de DT2 (jusqu’au troisieme degré), origine, éducation, statut
tabagique, consommation d’alcool (au minimum une unité d’alcool par semaine), activité

physique (au minimum une heure par semaine, et pas moins de 30 minutes par séance)).

Seuls les polluants dont la fréquence de détection (DF) est supérieure a 30 % ont été inclus
dans les modeles statistiques. Les valeurs situées en dessous de la LOQ ont été remplacées par
LOQ x DF (202,203). Pour les analyses univariées et monopolluants, les polluants dont la
fréquence de détection se situait entre 30 et 70 % ont été traités comme variables
dichotomiques (détecté vs non détecté), tandis que les polluants dont la fréquence de
détection était supérieure a 70 % ont été analysés en tant que variables continues. Pour cette
derniere catégorie, les concentrations mesurées dans les populations ont été transformées en

fonction de leur logarithme naturel afin de tendre vers une distribution normale.

L'association entre les polluants et le statut diabétique a été testée au moyen de régressions

logistiques. Chaque modele a été ajusté pour différentes covariables : I'dge, le sexe, I'|MC, les
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antécédents familiaux de DT2, le niveau d’éducation, le statut tabagique, la consommation
d’alcool et I'activité physique. L'association avec le statut diabétique a été interprétée en

fonction de I'odds ratio (OR) ainsi que de I'intervalle de confiance a 95 % (IC 95 %) de ce dernier.

Les effets cocktails ont été étudiés a I'aide de deux méthodes statistiques : la weighted quantile
sum regression et la Bayesian Kernel machine regression. Nous avons calculé des modeles
distincts pour tous les polluants non persistants, pour tous les polluants persistants et enfin,

pour I'ensemble des polluants simultanément.

La méthode WQS a été décrite dans l'article de Carrico et al. (2015) (194). En résumé, la
régression WQS estime l'association entre une variable dépendante (dans notre cas, la
présence du diabéte ou non chez l'individu) et un mélange de polluants. Au sein de ce
mélange, un poids est attribué a chaque composé en fonction de sa contribution a I'association
mesurée pour le mélange par une approche par bootstrap. Le modele est exprimé selon

I'équation 6.

=1

g(w) = Bo + B2 (2 Wiqi> +7'¢

Equation 6 : Weighted Quantile Sum regression

Dans cette équation, g(p) est la fonction de liaison entre la variable dépendante et les
variables prédictives, dans notre cas, g(i) représente une fonction logit car notre variable
dépendante est une variable binaire, 8, correspond a intercept, z' est le vecteur de
covariables, ¢ est le vecteur des coefficients de régression de ces covariables. Le terme
(Xi=1 w;iq;) représente I'index pondéré pour tous les polluants, ce qui permet d’intégrer en
une seule variable un grand nombre de polluants dans le modele statistique. La méthode WQS
repose sur un systéme de score représenté ici par q; qui correspond au score attribué a chaque
individu en fonction du quantile de contamination pour le i®™ polluant (nos modéles ont été
calculés en fonction des quartiles). Ce score est pondéré par un poids w; déterminé de maniére
empirique par un algorithme d’optimisation de maniére a maximiser la vraisemblance du
modele, les poids ont été estimés grace a un bootstrap de 500 itérations. Dans le modele WQS,
les poids de tous les polluants sont compris entre 0 et 1 et leur somme doit étre égale a 1. Le
coefficient de régression B1 pour I'index peut étre interprété comme l'effet de I'exposition

cumulée des polluants du modele. Si celui-ci est significatif, cela signifie que le mélange de
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polluants est statistiquement associé a la variable dépendante. Pour identifier les « bad
actors », il faut analyser les poids associés a chaque polluant du mélange. Le seuil de
significativité pour les polluants est fixé a n! ol n représente le nombre de polluants inclus
dans le modeéle, plus un polluant a un poids élevé dans le modele, plus il sera associé a la

variable dépendante.

La régression WQS ne calcule les associations que dans un sens en appliquant une contrainte
non positive ou non négative sur le parametre Bi. Les effets négatifs et positifs doivent donc
étre estimés en conduisant les deux analyses séparément. Afin de déterminer avec quelle
contrainte les modeéles doivent étre calculés, les OR calculés pour chaque polluant par les
modeéles de régression linéaire monopolluants ont été analysés. Pour les modéles appliqués
sur les nPOP, deux modeles WQS ont été calculés, 'un dans lequel le coefficient est contraint
a étre non négatif et I'autre dans lequel il est contraint a étre non positif. Pour les POP et pour
le modeéle calculé sur I'ensemble des polluants, un seul modele a été calculé, contraint en non
négatif car les modéles monopolluants ne montraient que des associations nulles ou positives
pour les POP. Les modeles WQS ont été ajustés par les mémes covariables que celles inclues

dans les modeéles de régression linéaire monopolluants.

Proposée récemment par Bobb et al. (2015) (195), la méthode BKMR permet de mettre en
évidence l'effet de I'exposition a un mélange de polluants, en utilisant une fonction kernel
(195,204). Elle permet de visualiser les fonctions de réponse individuelle pour chaque polluant
tout en prenant en compte |'exposition aux autres polluants. Ce modele peut également
mettre en évidence d’éventuelles relations non monotones et permet d’examiner les

interactions potentielles entre les polluants.

Etant donné I'impact de la colinéarité entre les polluants sur les modeles, les polluants ont été
regroupés en fonction des corrélations de Spearman entre les concentrations mesurées. Trois

groupes ont ainsi été construits sur la base d’un coefficient de corrélation supérieur a 0,6 (205):

e Un groupe contenant les PCB ;

e Un groupe contenant les PFAS a I’exception du PFHXS ;

Un groupe contenant le 5-OH-MEHP et le 5-oxo-MEHP ;

Les autres polluants ont été intégrés séparément dans le modéle.
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Chaque modéle BKMR a été établi a I'aide de quatre chaines de Markov Monte-Carlo de

chacune 50 000 itérations.

Dans un premier temps, le risque global d'exposition au mélange de polluants est représenté
par une courbe de corrélation entre I'exposition a tous les polluants et la pathologie. Cette
modélisation est réalisée en calculant pour différents percentiles, le risque attribuable au
mélange de polluants lorsque ceux-ci sont fixés a un percentile donné et en le comparant avec

le risque lorsque tous les polluants sont fixés a leur niveau médian.

Dans un second temps, le modéle permet d’estimer I'effet de I'exposition individuelle entre un
polluant sur I'ensemble de sa gamme de concentration et la pathologie tandis que tous les
autres polluants sont fixés a leur valeur médiane. Le modele fournit alors une courbe dose-

réponse pour chaque polluant individuellement.

Durant la modélisation, une sélection hiérarchique des variables est établie, le modéle calcule
un lien de probabilité (posterior inclusion probabilities (PIP)) entre la variable dépendante, et
la contamination par plusieurs substances. Ces PIP ont été calculées pour chaque groupe de
polluants et pour chaque polluant au sein des groupes. Les PIP sont donc des scores de
probabilité : plus leur valeur est élevée, plus la probabilité d’'un impact du polluant sur la
variable est importante. Les PIP des groupes de polluants ou les PIP individuelles supérieures

a 0,5 ont été considérées comme significatives dans le modéle.

Enfin, le modele BKMR permet de mettre en évidence d’éventuelles interactions entre les
polluants. Il est en effet possible de calculer le risque attribuable a un polluant lorsque tous les
autres polluants du mélange sont fixés au 25¢ percentile (P25), a la médiane (P50) ou au 75¢
percentile (P75). Si le risque attribuable au polluant individuel change significativement en
fonction du quartile auquel sont fixés les autres polluants, c’est qu’il existe des interactions

non additives.

Pour la modélisation de ces modeéles multipolluants, seuls les polluants détectés dans plus de
75 % des échantillons ont été pris en compte dans les modeéles. Pour le BKMR, en plus de la
transformation en logarithme naturel, les polluants ont été centrés et réduits afin d’approcher
la normalité et de réduire le coefficient de variabilité des données. En effet, les modeles BKMR

sont sensibles a la distribution des données et aux valeurs extrémes.
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Pour ces analyses statistiques multipolluants, les extensions « miWQS », « bkmrhat » et

« ggplot2 » pour RStudio ont été utilisées.

4.3 Résultats et discussion

4.3.1 Caractéristiques de la population

Les caractéristiques démographiques de la population sont résumées dans le tableau 10. On
observe quelques différences significatives entre les deux populations de I'étude. L'IMC est
plus élevé chez les diabétiques (30,4 vs 25,2 kg/m?), on retrouve également une plus grande
fréquence d’antécédents familiaux de DT2 dans cette population. Ces tendances étaient
attendues compte tenu de I'association entre I'obésité et les probléemes métaboliques ainsi
gue la composante héréditaire du diabéte de type 2. Le niveau d’éducation differe également
entre les volontaires sains et les individus diabétiques avec un niveau d’éducation globalement
moins avancé un sein de la population diabétique. Cette derniére est également en moyenne
plus fréqguemment fumeuse, et plus sédentaire que nos volontaires sains. En revanche, la
consommation d’alcool déclarée est supérieure dans la population saine. L'hémoglobine
glyquée a été mesurée dans la population saine afin d’exclure la présence d’un volontaire sain
dont le diabete n’aurait pas été diagnostiqué. Sans surprise, la valeur d’'HbAlc est supérieure
dans la population diabétique. Cependant, la valeur médiane de I’'HbAlc chez nos volontaires
sains est de 5,5 %, ce qui suggere la présence d’individus présentant une altération du

métabolisme du glucose au sein de notre population non diabétique.
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Caractéristiques Diabétiques Controles  p-value
(n) (n)

Age (médiane en année) 60 60 0,404

Genre Homme 68 52
Femme 37 46 0,090
IMC (médiane en kg/m?) 30,4 25,2 <0,001
HbA1c (médiane en %) 7,0 5,5 <0,001

Antécédents de diabéte Non 39 69
familial Oui, type 2 62 28 <0,001

Degré de parenté Inconnu 2 0

1 41 17

2 17 13
3 3 3 0,314

Niveau d'éducation Primaire 7 2

Secondaire 54 27

Supérieur court 28 26

Supérieur long 5 8

Universitaire 8 21

Post-

Universitaire 2 14 <0,001

Statut tabagique Fumeur 27 7
Non-fumeur 77 90 <0,001

Consommation d'alcool Oui 59 80
Non 45 18 <0,001

Activité physique Oui 43 66
Non 62 31 <0,001

Tableau 10 : Paramétres démographiques de la population
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4.3.2 Concentrations des polluants dans la population

Parmi les 50 polluants mesurés au cours de I'étude, 31 ont une DF supérieure a 30 %. Les
concentrations mesurées dans I'ensemble de la population étudiée sont résumées dans les
tableaux 11 et 12 pour les polluants urinaires et les polluants mesurés dans le sérum,

respectivement.

Parmi les métabolites des phtalates, le MEP, le MnBP, le MiBP, le 5-OH-MEHP et le 5-oxo-MEHP
ont été détectés dans au moins 93,9 % des échantillons. Les fréquences de détection et les
niveaux de contamination de ces composés concordent avec ceux mesurés récemment au
moyen de la méme méthode analytique dans une population wallonne recrutée en 2015, puis
prélevée une seconde fois en 2018 (68). En revanche, les fréquences de détection des
métabolites du DINCH mesurées dans notre population sont légérement inférieures a celles
mesurées dans la population de 2018 de Pirard et Charlier (2022) (OH-MINCH : 23,0 % vs 35,6
% ; cx-MINCH : 20,4 % vs 34,4 %) (68).

Concernant les parabeénes, la répartition des composés détectés dans les échantillons urinaires
de notre population est cohérente avec les données de la littérature. Le MP est le parabéne le
plus fréquemment détecté, suivi de I'EP et du PrP. Le n-BP n’a presque pas été détecté dans
notre population. Cette répartition des DF des parabénes ainsi que les médianes observées
dans notre population concordent avec les données précédemment rapportées en Wallonie

(68).

La BP-3 a été détectée dans environ deux tiers (63,8 %) des échantillons de notre population.
Les niveaux de contamination observés dans notre étude concordent avec ceux mesurés dans
notre zone géographique, généralement aux alentours de 1 ng/mL, comme décrit par

Mustieles et al. (2023) (74).

Deux métabolites des pesticides organophosphorés ont été principalement mesurés dans
notre population : le DEP et le DMTP détectés dans respectivement 91,9 % et 74,7 % des
échantillons de la population. Les résultats du biomonitoring wallon effectué chez les adultes
montrent des niveaux de contamination semblables a ceux observés dans I'étude actuelle (P50

DEP = 1,20 pg/L ; P50 DMTP = 0,820 pg/L) (37).

Trois bisphénols ont été mesurés dans plus de 30 % de notre population, le BPF, le BPA et le

BPS. Le bisphénol le plus fréquemment détecté est le BPS (70,5 % DF ; P50 = 0,439 pg/L) suivi
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du BPF (64,4 % DF; P50 = 0,101 pg/L) et du BPA qui a été quantifié dans 39,1 % des
échantillons. On observe une évolution tant des DF que des niveaux moyens de contamination
depuis 2018. Dans une population de 90 individus wallons prélevés en 2018 et dont les
échantillons ont été analysés avec les mémes méthodes analytiques que celles utilisées dans
notre étude, les DF et les médianes de contamination étaient les suivantes : BPA : 77 % DF,
P50 = 0,79 pg/L; BPS: 45,6 % DF, P50 = <0,09 pg/L; BPF: 57,8 % DF, P50 = 0,12 pg/L (68).
Cette évolution des niveaux de contamination ainsi que des DF pourrait s’expliquer par
I'implantation de restrictions que ce soit au niveau des tolérances de migration des bisphénols
depuis les emballages dans l'alimentation ou encore de l'utilisation dans les papiers
thermiques (206,207). Ces restrictions forcent les industriels a substituer le BPA par d’autres

composés comme le BPS et le BPF (59).

Dans le sérum, certains composés de la famille des PFAS n’ont été détectés que dans un faible
pourcentage d’échantillons. C’est le cas du PFHpA, du PFHxA et du PFUnDA qui n‘ont été
détectés que dans respectivement 2,5 %, 1 % et 7,5 % des échantillons. A I'inverse, certains
PFAS ont été détectés dans presque tous échantillons sériques de I'étude : le PFHXS, le PFOA,
les PFOS total et linéaire, et le PFNA ont été détectés dans au moins 90 % des échantillons.
Parmi ceux-ci, c’est le PFOS total qui est le PFAS prédominant dans l'organisme avec une
concentration médiane de 5,67 ng/mL. Cette tendance a déja été observée en Wallonie lors
de I'évaluation des niveaux de contamination de 242 individus par les PFAS. Les composés les
plus détectés étaient les PFHXS, le PFOA, Le PFDA, le PFNA et le PFOS linéaire (le PFOS total n'a
pas été mesuré dans cette étude) (23). Les concentrations observées dans notre étude sont
légerement inférieures aux concentrations mesurées par Pirard et al. en 2020 (23). Il existe
souvent des disparités dans les concentrations des PFAS en fonction des lieux de résidence des
volontaires. Ainsi, les concentrations de ces mémes PFAS mesurées dans une population vivant
en Flandre étaient supérieures a celles de notre population (208). La différence entre les
périodes de préléevement peut également justifier ces disparités, certains PFAS ont en effet

montré une tendance a la décroissance dans I'environnement (209).

Parmi les PCB, les congéneres 138, 153, 156, et 180 ont été détectés dans plus de 95,0 % des
échantillons sériques des volontaires de I'étude. Le PCB prédominant est le PCB 153 avec une
concentration médiane de 368 pg/mL. Les concentrations observées dans notre étude sont

similaires a celles décrites dans une population wallonne dont les concentrations de plusieurs
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PCB ont été mesurées en 2018. Elles concordent également avec celles décrites dans une
population allemande mesurées en 2015, confirmant ainsi la tendance a la bioaccumulation
de ces composés (28,184). Les congénéres les moins chlorés : les PCB 28, 52 et 101 n‘ont été

mesurés que dans 0,995 % a 3,48 % des échantillons de |'étude.

Le 4,4’-DDE a quant a lui été détecté dans 99,5 % des échantillons de sérum de notre cohorte.
Les concentrations mesurées concordent avec celles mesurées par Pirard et al. (2018) auprés
de 252 Wallons. Les niveaux de contamination de notre population sont |égerement supérieurs
a ceux observés dans une population allemande. Cependant cette étude inclut des enfants et
des adolescents de moins de 25 ans, non contemporains de I'utilisation du DDT, ce qui pourrait

expliquer les concentrations plus élevées en 4,4’-DDE observées dans notre étude (184).

Dans notre étude, les niveaux de contaminations concordent généralement avec les données
d'autres populations sans exposition professionnelle vivant, dans la mesure du possible, dans
la méme région ou dans des régions frontalieres olu les normes de restriction pour les
composés mesurés dans I'étude sont identiques. Nous pouvons donc conclure que notre

population ne présente probablement pas de biais d'exposition.
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Résumé des concentrations polluants urinaires
Composés n LOQ %>L0Q GM Min P25 P50 P75 Max IQR

Bisphénols & triclosan (ug/L)
BPAF 197 0,29 0,507 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,405

BPF 191 0,07 64,4 0,149 <LOQ <LOQ 0,101 0,33 11,5 0,282
BPA 197 0,29 39,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,51 12,3 0,396
BPZ 190 0,06 12,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,99
BPS 190 0,09 70,5 0,29 <LOQ <LOQ 0,439 1,18 273 1,12
BPAP 195 0,21 2,05 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,97
TCS 197 0,33 26,9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,41 52,0 0,319
Dialkyls phosphates (pg/L)
DEP 198 0,50 91,9 2,26 <LOQ 1,05 2,29 4,65 76,8 3,60
DMTP 198 0,50 74,7 1,14 <LOQ <LOQ 0,99 2,17 26,2 1,77
DMDTP 198 0,50 18,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 10,2
DETP 198 0,50 16,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2,86
DEDTP 198 0,50 4,00 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 3,86
Parabénes (pg/L)
MP 185 0,79 89,2 398 <1OQ 1,46 3,00 6,30 2710 4,84
EP 186 0,30 50,5 0,479 <LOQ <LOQ 0,30 1,20 139 1,05
PrP 196 0,36 21,9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 199
n-BP 196 1,00 0,510 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 7,29

Phtalates (pug/L)
MEP 196 0,94 100 26,0 0,940 10,0 19,8 53,6 2865 43,6

MnBP 196 0,99 99,0 14,0 <LOQ 6,25 14,3 25,1 391 18,8
MiBP 196 1,23 93,9 9,22 <10Q 4,09 8,57 19,6 200 15,5
5-oxo-MEHP 196 0,13 99,5 1,94 <LOQ 1,05 1,78 3,80 39,9 2,74
5-OH-MEHP 195 0,16 100 3,19 0,300 1,81 2,92 6,22 75,5 4,41
MBzP 196 0,61 82,7 2,23 <LOQ 0,79 1,91 4,67 115 3,87
MEHP 196 0,62 46,9 0,648 <LOQ <LOQ <LOQ 1,29 24,6 1,00
cx-MiNP 191 2,00 69,6 2,80 <LOQ <LOQ 2,43 4,18 148 2,79

OH-MIDP 196 2,00 4,10 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 34,8

OH-MINCH 196 2,00 23,0 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 130

cx-MINCH 196 2,00 20,4 <LOQ <LOQ <LO> <LOQ <LOQ 50,4

Benzophénone (ug/L)

BP-3 196 0,20 63,8 0,62 <LOQ <LOQ 0,400 1,61 863 1,47

Tableau 11 : Résumé des concentrations pour les polluants urinaires
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Résumé des concentrations pour les polluants sériques
Composés n LOQ %>LOQ GM Min P25 P50 P75 Max IQR
PFAS (ng/mL)
PFHpA 200 0,10 2,50 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,166
PFHxA 200 0,10 1,00 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,136
PFHxS 200 0,10 96,5 0,639 <LOQ 0,461 0,667 0,994 5,02 0,53
PFOA 200 0,50 90,5 1,07 <LOQ 0,709 1,03 1,54 11,8 0,82
PFNA 200 0,10 95,5 0,356 <LOQ 0,249 0,359 0,531 1,79 0,28
PFOS total 200 0,50 99,5 5,46 <LOQ 3,29 5,67 9,29 52,1 5,99
PFOS linéaire 200 0,50 97,5 2,51 <LOQ 1,52 2,54 4,25 36,2 2,72
PFDA 200 0,10 67,0 0,138 <LOQ <LOQ 0,134 0,209 2,34 0,14
PFUnDA 159 0,30 7,50 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,45
PCB (pg/mL)
PCB 28 201 25 0,995 <LOQ <LOQ <LOQ <LOoQ <LOQ 66,3
PCB52 201 25 2,49 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 54,9
PCB 101 201 21 3,48 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 33,7
PCB105 201 7,0 38,8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 9,33 37,9 6,61
PCB114 201 6,0 62,7 15,8 <LOQ <LOQ 18,9 48,6 174 44,8
PCB 118 201 20 82,6 38,9 <LOQ 24,7 38,2 59,0 182 34,3
PCB138 201 12 99,5 208 <LOQ 140 205 335 970 194
PCB 153 201 12 99,5 366 <LOQ 255 368 604 2590 349
PCB156 201 10 95,0 384 <LOQ 25,5 38,2 59,9 268 34,3
PCB 157 201 15 20,4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 36,1
PCB 167 201 10 48,8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 16,3 43,8 11,4
PCB180 201 5,0 99,5 333 <LOQ 238 342 547 1334 310
Pesticides organochlorés (pg/mL)
4,4-DDE 201 15 99,5 575 <LOQ 290 580 1005 6801 7154

Tableau 12 : Résumé des concentrations pour les polluants sériques

4.3.3 Impact des méthodes d’ajustement des dosages
Afin étudier I'impact des méthodes d’ajustement des dosages, pour chacun des polluants
détectés dans plus de 70 % des échantillons, quatre modeles de régression logistique ont été

appliqués en utilisant les différentes méthodes d’ajustement.

Les quatre modeéles ont été également appliqués aux polluants lipophiles sériques (PCB et 4,4'-
DDE). Les OR ainsi que les intervalles de confiances a 95 % de ces modeles sont décrits dans la

figure 12 pour les polluants urinaires et dans la figure 13 pour les polluants sériques.

Les PFAS ne se stockent généralement pas dans les compartiments lipophiles et posseédent
plutét une affinité pour les protéines plasmatiques et principalement I'albumine. Ces

composés ne sont par conséquent pas concernés par |'ajustement (210-212).
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Pour les polluants urinaires, il existe plusieurs parametres permettant d’ajuster les
concentrations, nous avons d’emblée écarté I'ajustement par 'osmolalité urinaire car celle-ci
n’est pratiguement pas employée dans la littérature, notamment parce qu’elle est en partie
influencée par le régime alimentaire. Nous avons également choisi de ne pas recourir a la
gravité spécifique car ce parameétre est sensible a la présence de molécules de sucre dans
I'urine, il y avait donc un risque important d’observer un biais entre notre population de

patients et celle des contréles.
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Figure 12 : Modeéles de régression logistique pour les différentes méthodes d'ajustement par la créatinine.
Aucun : aucun ajustement ; Covariable : créatinine comme covariable dans les modéles ; Créatinine :
concentration/créatinine ; CAS : « covariate-adjusted standardization »

Nous avons donc pris la décision de recourir a I'ajustement par la créatinine urinaire. Ce choix
n’est néanmoins pas exempt de limitations, en effet, la concentration de créatinine urinaire
varie en fonction de certains parametres comme la masse musculaire et la fonction rénale. Le
diabéte étant un facteur de risque important de dégradation de la fonction rénale, la
possibilité de I'existence d’un biais entre nos cas et nos contréles n’est donc pas a négliger. Sur
la figure 12, nous observons que quelle que soit la méthode d’ajustement choisie, aucune
association entre polluant et diabéte n’est significative. Néanmoins, nous constatons
également que les résultats obtenus différent selon les méthodes d’ajustement. L'absence
d’ajustement ou l'introduction de la concentration de créatinine urinaire dans le modele

statistique donnent des résultats similaires. Nous avons expliqué dans I'introduction pourquoi
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I'absence d’ajustement n’était pas souhaitable, 'observation de résultats similaires en ajoutant
la créatinine comme covariable dans le modeéle nous incite donc a penser que cette méthode
d’ajustement n’est pas non plus optimale. La correction des concentrations des polluants
urinaires par la créatinine urinaire et l'utilisation de l'indice CAS donnent des résultats
semblables entre eux (mais différents des deux méthodes précédentes). Nous avons choisi de
privilégier la méthode CAS pour la suite de notre étude, car celle-ci permet de tenir compte
de parameétres comme |'age et le sexe. Ceci gomme, au moins partiellement, I'influence de la
masse musculaire (qui est en partie associée a I'age et au sexe) et de la qualité de la fonction
rénale (qui a tendance a se dégrader avec I'dge). Ce choix est également soutenu par la
publication de O’Brien et al. qui ont démontré au moyen de simulations statistiques, que
I'utilisation de I'indice CAS pour l'ajustement des polluants urinaires était plus performante
que la correction simple par la concentration de créatinine urinaire (182). Il faut également
noter que les niveaux de créatinine urinaire n’étaient statistiquement pas différents entre les
deux sous populations de notre étude, ce qui peut expliquer que les résultats obtenus avec la
méthode « créatinine » et la méthode « CAS» ne présentaient pas de différences

significatives.

Pour les polluants lipophiles sériques, le tableau est sensiblement différent : tout d’abord,
I'emploi d’'une méthode d’ajustement, quelle gqu’elle soit, entraine un changement radical de
I'interprétation des résultats puisque la plupart des associations entre nos polluants et le
diabete deviennent significatives alors qu’elles ne I'étaient pas sans ajustement. Mais
contrairement a ce qu’on observe pour les polluants urinaires, nous ne remarquons pas de

différences notables entre les trois méthodes d’ajustement (figure 13).
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Figure 13 : Modeéles de régression linéaire pour les différentes méthodes d'ajustement par les lipides. Aucun :
aucun ajustement ; Covariable : lipides totaux comme covariable dans les modéles, Lipides tot :
concentration/lipides totaux ; CAS : « covariate-adjusted standardization »

Cet impact de I'ajustement par les lipides peut s’expliquer par les taux significativement moins
élevés de cholestérol et de lipides totaux de la population diabétique par rapport aux controles
sains (tableau 13). En effet, pour prévenir d’éventuelles complications cardiaques du DT2
(213), les diabétologues prescrivent le plus souvent des médicaments hypocholestérolémiants
a leurs patients. Ainsi, si les concentrations sériques volumétriques de PCB et de 4,4’-DDE sont
comparables entre nos deux populations, elles sont par contre significativement plus élevées
chez les patients diabétiques lorsque qu’elles sont rapportées par gramme de lipides dans le
sang. Comme mentionné dans lintroduction, les concentrations de polluants lipophiles
ajustées par les lipides totaux sont corrélées avec la charge totale en polluants lipophiles de
I'organisme d’un individu. Ceci est d’autant plus vrai que les patients diabétiques ont un IMC
et donc une proportion de masse graisseuse plus élevés que notre population saine. Ainsi
I'ajustement de nos modeles statistiques par la lipémie, quelle que soit la méthode utilisée,
permet de mettre en évidence des différences significatives entre patients et controles sains.
Ceci souligne I'importance de l'ajustement par les lipides totaux. Malheureusement, nous
n‘avons pas pu déterminer l'usage de médicaments hypocholestérolémiants dans notre

population saine, ceci nous aurait permis d’affiner nos analyses statistiques.
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Diabétiques Sains p-value
Moyenne Meédiane Moyenne Médiane
Triglycérides 196 155 128 109 <0,001
(mg/dL)
Cholestérol 151 146 211 211 <0,001
(mg/dL)
Lipides 6,02 5,66 6,65 6,64 <0,001

totaux (g/L)

Tableau 13 : Répartition des lipides mesurés chez les volontaires sains et diabétiques.

Pour la suite de notre étude, nous avons décidé d’employer la correction des concentrations
de polluants par les lipides totaux mesurés. En effet, nous n’avons observé aucune différence
notable entre les trois méthodes d’ajustement avec nos données, mais les simulations
statistiques de O’brien et al., ont montré que c’était cette méthode qui était la plus appropriée

pour les polluants sériques lipophiles (182).

En résumé, le choix des méthodes d’ajustement des dosages pour les statistiques est le

suivant :

e Polluants urinaires dichotomisés : introduction de la créatinine comme covariable dans
les modeles statistiques ;

e Polluants sériques lipophiles dichotomisés : introduction des lipides totaux comme
covariable dans les modéles statistiques ;

e Polluants sériques non lipophiles dichotomisés (PFAS) : pas de correction du modeéle
statistique ;

e Polluants urinaires continus : concentrations corrigées par la CAS et exprimées en
ug/mL ;

e Polluants sériques lipophiles continus : concentrations corrigées par le taux de lipides
totaux (concentrations exprimées en pg/g de lipides) ;

e Polluants sériques non lipophiles continus (PFAS) : utilisation des concentrations

volumétriques.
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4.3.4 Associations entre les polluants et le statut diabétique

4.3.4.1 Analyses statistiques monopolluants

L'étude de I'impact des polluants sur le statut diabétique implique d’inclure systématiquement
des covariables de nos populations dans les modeles statistiques. Ainsi, si les modeéles
monovariés peuvent nous donner une tendance sur les différences des niveaux de
contamination entre les populations, ils sont trop limités pour interpréter un lien potentiel
entre les contaminations et le DT2. C’est pourquoi ils ne sont pas discutés dans cette partie du

travail. lls sont disponibles en annexe (Annexe 1).

Des modeles de régression logistique ont été réalisés afin de mettre en évidence le lien
éventuel entre les PE et le statut diabétique, pour les polluants dichotomisés et continus. Les
OR, IC 95 % et p-valeurs des régressions logistiques pour les polluants mesurés dans 'urine
sont disponibles dans le tableau 14. Aucun polluant urinaire ne montre de relation significative

avec le statut diabétique dans notre population.

Le tableau 15 présente les OR et les IC a 95 % obtenus pour les modeles de régression
logistique ajustés par les différentes covariables, concernant les polluants mesurés dans le
sérum. Plusieurs liens significatifs sont mis en évidence entre la contamination par un des
polluants sériques et le statut diabétique. Parmi les polluants dichotomisés, seul le PCB 167
présente un OR significatif, indiquant une relation positive avec le statut diabétique. Pour les
polluants analysés sous forme continue, le PFHXS est le seul PFAS positivement associé avec le
statut diabétique. Quatre PCB (les congénéres 138, 153, 156 et 180) montrent une association
positive avec le statut diabétique, tandis que le PCB 118 est a la limite du seuil de significativité
(OR (IC95 %) : 2,14 (0,960 - 4,89) ; p-valeur : 0,065). Le 4,4’-DDE est également positivement

associé avec le DT2.

112



Chapitre 4 — Perturbateurs endocriniens et diabéte de type 2, étude épidémiologique en
population liégeoise

Polluant OR IC95 % P-value

TCS (D vs ND) 1,73 0,637 -4,85 0,285
BPA (D vs ND) 2,44 0,890 -7,17 0,091
BPF (D vs ND) 0,867 0,322-2,00 0,774
EP (D vs ND) 1,61 0,604 - 4,53 0,348
PrP (D vs ND) 0,705  0,213-2,27 0,559
MEHP (D vs ND) 1,25 0,481 - 3,32 0,648
cx-MiNP (D vs ND) 1,93 0,669 -5,76 0,226

OH-MINCH (D vs ND) 0,421 0,142 -1,20 0,108
cx-MINCH (D vs ND) 0,695 0,237 -2,02 0,503

BP3 (D vs ND) 0,668 0,231-1,86 0,445
BPS 1,06 0,823-1,36 0,645
DEP 1,31 0,767 - 2,28 0,326

DMTP 0,993 0,640-1,54 0,975
MP 0,901 0,650-1,22 0,513
MEP 1,25 0,918-1,73 0,162
MnBP 1,32 0,793 -2,22 0,282
MiBP 0,772 0,493 -1,18 0,241
5-oxo-MEHP 1,00 0,576 -1,75 0,989
5-OH-MEHP 1,07 0,605 -1,89 0,806
MBzP 1,19 0,799-1,81 0,389

Tableau 14 : OR des modeles multivariés monopolluants pour les composés mesurés dans l'urine.

Polluant OR IC95 % P-value
PFDA (D vs ND) 0,800 0,272 - 2,36 0,683
PCB 105 (D vs ND) 2,32 0,881 -6,45 0,0939
PCB 114 (D vs ND) 0,627 0,218 -1,73 0,374
PCB 157 (D vs ND) 1,86 0,580 - 6,24 0,304
PCB 167 (D vs ND) 3,39 1,31-9,31 0,0141

PFHxS 2,06 1,03-4,33 0,0457
PFOA 1,67 0,723 -3,95 0,234
PFNA 1,09 0,521-2,28 0,822
PFOS total 1,74 0,930- 3,32 0,0864
PFOS linéaire 1,18 0,634 -2,25 0,604
PCB 118 2,14 0,960 - 4,89 0,065
PCB 138 2,45 1,21-5,25 0,0149
PCB 153 2,32 1,21-4,74 0,0133
PCB 156 3,75 1,54-9,92 0,00494
PCB 180 2,19 1,12 -4,67 0,0254
4,4’-DDE 1,65 1,03-2,68 0,0391

Tableau 15 : OR des modeéles multivariés monopolluants pour les composés mesurés dans le sérum.
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4.3.4.2 Modeles multipolluants.
Etant donné que les modeles monopolluants ne peuvent répondre entierement a la question
de l'effet des PE sur le DT2, nous avons évalué I'effet cocktail pour les polluants détectés dans

plus de 75 % des échantillons en utilisant les méthodes WQS et BKMR

4.3.4.2.1 Modeles WQS

Pour les polluants sériques inclus dans les analyses statistiques multipolluants (PFHxS, PFOA,
PFNA, PFOS total et linéaire, PCB 118, PCB 138, PCB 153, PCB 156, PCB 180 et le 4,4’-DDE)
aucun des OR rapportés dans le tableau 6 n’est inférieur a 1, au contraire, plusieurs sont
positivement et significativement associés au DT2. Des lors, il n’est pas nécessaire de calculer
le modele en non positif. Pour les polluants urinaires, plusieurs OR rapportés dans le tableau
5 sont inférieurs a 1. Méme si les valeurs ne sont pas significatives, I'investigation de I'effet
cocktail au moyen du modele WQS paramétré en non positif a été effectuée en plus de celui
paramétré en non négatif. Pour I'analyse englobant I'intégralité des composés inclus dans les
statistiques multipolluants, seul le modéle en non négatif a été réalisé en raison de
I'interprétation des résultats monopolluants et des OR obtenus par les différentes régressions
WQS calculées pour les polluants urinaires et sériques séparément. Les OR et les IC 95 %
obtenus pour les différents indices WQS sont résumés dans le tableau 16. Les résultats

complets des différents modeles WQS sont disponibles en annexe (Annexe 2).

waQs OR (IC 95 %) p-value
Polluants urinaires
Non négatif 1,97 (1,01 - 3,83) 0,045
Non positif 1,03 (0,54 -1,97) 0,927
Polluants sériques
Non négatif 4,22 (1,93-9,23) <0,001
Modeéle incluant tous les polluants
Non négatif 8,95 (2,85-28,1) <0,001

Tableau 16 : OR des modéles WQS
Les résultats des différentes régressions WQS paramétrées en non négatif indiquent que le
mélange de polluants sériques, le mélange de polluants urinaires et le mélange incluant tous
les polluants sont positivement associés au DT2. Pour les polluants urinaires, lorsque le
parametre B tend a étre non positif, le mélange de polluants n’est pas significativement associé

au statut diabétique.
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Pour identifier les « bad actors », il faut analyser les poids obtenus pour chaque polluant dans
les différents modeles. Pour les polluants mesurés dans l'urine, la figure 14 représente les
poids des polluants inclus dans le modéle contraint en non négatif. Le DEP (poids moyen =
0,394) et le MEP (poids moyen = 0,249) sont les deux composés dont le poids dépasse le seuil
de significativité (0,125). Le 5-OH-MEHP est tout juste sous ce seuil avec un poids moyen de
0,123.
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Figure 14 : Poids des composés pour le modéle WQS incluant les polluants urinaires. La ligne
rouge pointillée représente le seuil de significativité.

Pour les composés mesurés dans le sérum, les poids de quatre composés sont supérieurs au
seuil de significativité fixé a 0,091 : le PFHxS (poids moyen = 0,228), le PCB 180 (poids moyen
=0,205), le 4,4’-DDE (poids moyen = 0,167) et le PCB 118 (poids moyen = 0,143). Ceux-ci sont

représentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Poids des composés pour les modeles WQS incluant les polluants sériques. La ligne
rouge pointillée représente le seuil de significativité.

Lorsque tous les polluants sont inclus dans le modele WQS, plusieurs des composés sont
identifiés comme « bad actors ». En plus des composés déja identifiés par les autres modeéles
WQS, le PFOS total et le 5-OH-MEHP ont un poids supérieur au seuil de significativité fixé a

0,052. Les poids de ce modele sont décrits dans la figure 16.

Les composés identifiés comme « bad actors » dans ce modéle sont : le DEP (poids moyen =
0,147) ; le 4,4’-DDE (poids moyen =0,137) ; le PCB 180 (poids moyen = 0,101) ; PCB 118 (poids
moyen = 0,099) ; PFOS total (poids moyen = 0,098) ; MEP (poids moyen = 0,060) ; 5-OH-MEHP

(poids moyen = 0,054).

Les résultats de nos modeles WQS indiquent que les mélanges de substances que ce soit,
séparément pour les polluants urinaires et sériques, ou lorsque tous les polluants sont inclus

dans le modele, sont positivement associés aux DT2.
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Figure 16 : Poids des composés pour le modéle WQS incluant tous les polluants. La ligne rouge
pointillée représente le seuil de significativité.

4.3.4.2.2 Modele BKMR
Les modeles BKMR ont été appliqués de la méme facon que les modeles WQS, séparément
sur les composés mesurés dans l'urine, les composés mesurés dans le sérum et sur tous les

composés ensemble.
Modéle BKMR incluant les polluants urinaires :

Linvestigation des risques globaux ne montre pas de tendance entre I'augmentation des
guantiles de contamination et le statut diabétique comme présenté dans la figure 17. Le
modeéle n’étant pas associé au diabéete de type 2, nous n’irons pas plus loin dans
I'interprétation des résultats. Les réponses individuelles, les PIP et les interactions sont

disponibles en annexe a titre informatif (Annexe 3).
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Figure 17 : Résumé des risques globaux pour le mélange incluant les polluants urinaires.

Modéle BKMR incluant les polluants sériques

Pour le modeéle BKMR réalisé sur le mélange de polluants mesurés dans le sérum, nous
observons une tendance positive entre l'augmentation des concentrations et le statut

diabétique (figure 18).
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Figure 18 : Résumé des risques globaux pour le mélange incluant les polluants sériques.
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Pour ce modele, les réponses individuelles indiquent un effet linéaire de certains polluants sur
leur gamme de concentration. Celles-ci sont présentées dans la figure 19. Le PFHXS, le 4,4’'DDE
et le PCB 138 présentent une pente positive entre le statut diabétique et les concentrations.

Le PFOS linéaire montre une tendance inverse.

PFHxS PFOA PENA PFOS total
)
A
J
PFOS linéaire PCB 118 PCB 138 PCB 153

PCB 156 PCB 180 4 4-DDE

-EIU -2I5 OIO 2.5 -:'\IO »2‘5 OIO ZI:'\ -:'\IO -2,5 OIO 2l5
Concentrations centrées réduites et Ln transformées

Figure 19 : Réponses individuelles pour le modéle BKMR incluant les polluants sériques.

Pour identifier les substances considérées comme les contributeurs principaux des modeéles
BKMR, il faut interpréter les PIP. Celles du modele BKMR appliqué aux polluants mesurés dans

le sérum sont présentées dans le tableau 17.

119



Chapitre 4 — Perturbateurs endocriniens et diabéte de type 2, étude épidémiologique en
population liégeoise

Polluant Groupe Groupe PIP cond PIP
PFHxS 1 0,999

PFOA 2 1 0,003
PFNA 2 1 0,001
PFOS total 2 1 0,000
PFOS linéaire 2 1 0,994
PCB 118 3 0,978 0,0123
PCB 153 3 0,978 0,127
PCB 138 3 0,978 0,496
PCB 156 3 0,978 0,279
PCB 180 3 0,978 0,0837
4,4’-DDE 4 0,921

Tableau 17 : PIP pour le modeéle BKMR incluant les polluants sériques.

Pour les polluants sériques, les composés contribuant le plus au modéle sont le PFHxS, le PFOS
linéaire ainsi que le 4,4’-DDE. Le groupe contenant les PCB est également un contributeur
important du modele. Cependant, aucun PCB n’est individuellement identifié par le modele

BKMR.

La figure 20 présente le risque attribué a chaque polluant alors que la valeur des autres
polluants est fixée a leurs P25, médiane et P75. Ce graphique permet de mettre en évidence
d’éventuelles interactions entre polluants. Dans ce modeéle, nous n’avons pas mis en évidence

d’interaction significative entre les polluants.
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Figure 20 : Interactions entre les polluants pour le modele BKMR incluant les polluants sériques.

Modéle BKMR sur tous les composés

Le modele BKMR intégrant tous les composés montre une tendance positive entre le statut
diabétique et les concentrations des polluants malgré un IC 95 % assez large. Nous observons
également une légere tendance non monotone lorsque les concentrations dépassent le

percentile 70 (figure 21).
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Figure 21 : Résumé des risques globaux pour le mélange incluant tous les polluants.
La figure 22 présente les réponses individuelles pour chaque polluant contenu dans le mélange
global. Le PFHXS, le 4,4’-DDE et le PCB 138 présentent une tendance positive. A I'inverse, le

MP, le MnBP, les MiBP, le MBzP ainsi que le PFOS linéaire présentent une association inverse

avec le DT2.
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Figure 22 : Réponses individuelles pour le modéle BKMR incluant tous les polluants.
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Les PIP obtenues pour le modeéle incluant tous les polluants, sont résumées dans le tableau
18. Celles-ci indiquent que les substances qui contribuent principalement au modele sont le
PFHxS, le PFOS linéaire, le PCB 138, et le 4,4’-DDE. Plusieurs composés mesurés dans l'urine

présentent également des PIP supérieures a 0,5 : le MP, le MEP, le MnBP, le MiBP, le MBzP et

le DEP.
Polluant Groupe Groupe PIP cond PIP
PFHxS 1 0,998
PFOA 2 1 0,0013
PFNA 2 1 0,0018
PFOS total 2 1 0,0013
PFOS linéaire 2 1 0,995
PCB 118 3 0,939 0,0137
PCB 153 3 0,939 0,147
PCB 138 3 0,939 0,598
PCB 156 3 0,939 0,160
PCB 180 3 0,939 0,0811
4,4’-DDE 4 0,887
MP 5 0,608
MEP 6 0,555
MnBP 7 0,555
MiBP 8 0,651
5-oxo-MEHP 9 0,487 0,475
5-OH-MEHP 9 0,487 0,525
MBzP 10 0,720
DEP 11 0,572

Tableau 18 : PIP pour le modeéle BKMR incluant tous les polluants.

Enfin, I'application de la méthode BKMR a I'ensemble des polluants intégrés dans les analyses
de l'effet cocktail n’a pas mis en évidence d’interaction significative entre les polluants comme

présenté dans la figure 23.
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Figure 23 : Interactions entre les polluants pour le modéle BKMR incluant tous les polluants.

4.3.4.3 Comparaison des résultats statistiques
Le tableau 19 présente un récapitulatif des substances significativement associées au statut

diabétique :

e Dans les modeles monopolluants ;
e Dans les modeéles WQS (significativement associé au DT2 et poids supérieur a n’?) ;

e Dans les modeles BKMR (la PIP est supérieure a 0,5).
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Modéles Modéles WQS en positif Modéles BKMR
monopolluants

nPOP - DEP (+) ; MEP (+) -

PFHXS (+) ; PCB 138 (+) ; PFHXS (+) ; PCB 118 (+); PFHXxS (+) ; PFOSL (-)

POP PCB 153 (+); PCB156  PCB 180 (+); 4,4-DDE ; Groupe PCB (+);
(+); PCB 180 (+) ; 4,4’ (+) 4,4’-DDE (+)
DDE (+)

PFHXS (+) ; PFOS L (-)
; Groupe PCB (PCB
138) (+) ; 4,4'-DDE (+)

DEP (+) ; MEP (+) ; 5-OH-
MEHP (+) ; PFHXS (+) ;

Ensemble des polluants - TE;)-SPTCOBTl(SJr()) ;(+P)C'54141'? MP (-) ; MEP (+) ;
DDE (+) MnBP (-) ; MiBP (-) ;

MBzP (-) ; DEP (+)

Tableau 19 : Comparaison des polluants mis en évidence comme significativement associés au diabéte de type 2 par les
différents modeles statistiques. (+) positivement associé au diabéte, (-) négativement associé au diabéete.

Deux substances sont significativement associées au diabéte quel que soit le modéle
statistique utilisé : le PFHxS et le 4,4’-DDE. Le groupe PCB est également positivement lié au
DT2 quelle que soit I'approche statistique utilisée, néanmoins, les PCB individuellement
corrélés a la pathologie varient un peu d’'une méthode a l'autre, ce qui peut probablement
s’expliquer par la corrélation importante des concentrations mesurées pour les différents PCB.
Les trois approches statistiques convergeant vers la méme conclusion, nous considérons donc
que l'association entre le PFHxS, le 4,4’-DDE et les PCB, et le diabéte est démontrée de

maniére robuste dans notre étude.

Pour les polluants urinaires, on peine a dégager une tendance et a identifier des nPOP liés a |a
maladie. Aucun polluant urinaire n’a montré d’association avec le diabéete dans les modeles
monopolluants. Le mélange de nPOP est positivement associé a 'incidence du DT2 dans le
modele WQS, mais pas par 'approche BKMR. Dans ce mélange, ce sont les : DEP, MEP et 5-
OH-MEHP qui sont positivement liés au diabete par le modele WQS. Cela est également
suggéré (mais pas de maniére franche) par le modele BKMR tenant compte de 'ensemble des
polluants. Cette divergence entre les résultats des modéles monopolluants et multipolluants
est pour nous la démonstration de l'intérét de I'approche multipolluant. En effet, certains
polluants pourraient ne pas avoir un impact suffisant sur la pathologie pour étre isolément
statistiquement associés a celle-ci, en revanche, lorsqu’ils sont étudiés ensemble, leurs effets
peuvent se renforcer jusqu’a devenir statistiquement significatifs. Notre degré de confiance

dans l'association entre DEP, MEP et 5-OH-MEHP, et la pathologie est donc suffisant.
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Le modele BKMR regroupant tous les polluants montre également que plusieurs composés
non persistants (le MP, le MnBP, le MiBP et le MBzP) et le PFOS linéaire présentent une relation
inverse avec la pathologie. Mais cela n’est confirmé ni par les modéles monopolluants, ni par
la méthode WQS, notre degré de confiance dans ces associations est donc faible et ces

associations ne seront pas discutées ci-apres.

La particularité de notre étude est de mettre en évidence l'effet cocktail non seulement entre
les substances d’'une méme famille mais également entre substances de familles différentes et

de profils toxicocinétiques différents.

Plusieurs équipes de chercheurs ont exploré les liens entre PFAS et diabéte de type 2 avec,
malheureusement, des résultats parfois contradictoires (214). Par exemple, dans une étude
longitudinale menée sur 1237 femmes américaines agées de 45 a 56 ans, le PFOA a été
positivement et significativement associé a la survenue du diabete (147) alors que dans une
autre étude longitudinale impliquant cette fois 248 Suédois adultes, le PFOA était
négativement associé a la pathologie (132). Dans notre étude, parmi les PFAS, seul le PFHxS a
été lié de fagon robuste au diabéte. Pour cette molécule, les données ne sont pas non plus
consensuelles. D’une part, le PFHXS a été positivement associé au DT2 dans |I'étude menée par
Kang et Kim (2024) sur la grande cohorte nationale coréenne Korean National Health Survey
(KoNESH) (191). Une association positive a été également mise en lumiere dans les travaux de
Park et al., (2022) portant sur la cohorte longitudinale de 1237 femmes américaines évoquée
ci-dessus (147). Duan et al. (2021) ont aussi identifié une relation positive entre le PFHxS et le
DT2, bien que cette relation semble non monotone puisqu’elle tend a disparaitre pour des
concentrations plus élevées de PFHxS (215). D’autre part, plusieurs travaux ont mis en avant
des corrélations négatives, c’est ainsi le cas pour I'étude de Han et al., (2021) menée sur une
cohorte de 151 diabétiques chinois et 153 contrOles appariés par I'age (216). C’est également
la conclusion des travaux de Conway et al., (2016) qui ont étudié le lien entre 4 PFAS et
différentes formes de diabéte (dont le DT2) dans une cohorte de plusieurs dizaines de milliers
d’Américains exposés a de grandes quantité de PFOA via I'eau de distribution (217). Enfin,
plusieurs travaux n‘ont pas mis en lumiere d’association entre ce polluant et la maladie
(132,218,219). Au final, impossible de conclure actuellement sur I'impact réel du PFHxS sur
I’épidémie mondiale de diabéte, en cela nous rejoignons les conclusions de la méta-analyse de

Gui et al. (2023) (220).
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Dans la littérature, plusieurs études ont déja rapporté des associations positives entre la
contamination par le 4,4’-DDE et le DT2. Par exemple, dans I'étude prospective portant sur 793
paires cas-controle sélectionnées parmi les participantes de la grande cohorte américaine de
la Nurses’ Health Study (NHS) Il, le 4,4’-DDE a été positivement associé au risque de DT2 (221).
C’est également la conclusion de l'analyse de l'association entre I'exposition a plusieurs
polluants persistants et le DT2 au sein des cohortes allemandes KORA et CARLA. Dans ces deux
cohortes, Wolf et al. mettent en évidence une association positive entre I'exposition au 4,4’-
DDE et le DT2 (222). En Algérie, Mansouri et Reggabi (2021) ont également identifié une
relation positive entre la contamination par le 4,4’-DDE et le statut diabétique dans leur
population de 181 paires cas-contrdle (223). Parallelement a ce que nous avons observé dans
notre étude, plusieurs travaux ont mis en évidence l'impact du 4,4’-DDE sur le DT2
individuellement mais également lorsqu’il est associé a d’autres polluants. Dans une
population chinoise, le 4,4’-DDE était positivement associé au diabete par les modeles
monopolluants et était identifié comme I'un des contributeurs principaux du modele WQS
utilisé dans cette étude (190). La méme tendance a été observée dans la population de
I’Anniston Community Heath Survey Il. Au sein de cette population, une relation positive a été
mise en évidence entre la contamination par le 4,4-DDE et le DT2 a la fois en modele
monopolluant mais également par les modeles multipolluants, la méthode BKMR et la
Quantile G computation (une méthode statistique proche de la méthode WQS) identifiaient le
4,4’-DDE parmi les composés principalement associés au risque de DT2 (224). A contrario,
certains travaux comme celui effectué sur la cohorte frangaise D.E.S.I.R., n‘ont pas mis en
évidence d’association positive entre la pathologie et le 4,4’-DDE (185). |l semble cependant,
comme résumé dans la méta-analyse effectuée par Yipei et al. (2022) incluant au total 43
publications, que le 4,4’-DDE soit généralement positivement associé au diabéete de type 2

(225). Les résultats observés dans notre étude rejoignent les conclusions de ce travail.

L'impact des PCB sur le diabete a été plusieurs fois investigué dans la littérature, cependant,
les résultats des différentes études ne sont pas toujours cohérents (226). Ainsi, une étude
portant sur 158 paires cas-contréle chinoises appariées selon I'dge et I'endroit de résidence a
rapporté que de nombreux PCB parmi lesquels les congénéres 118, 138, 153, 156, 167 et 180,
étaient positivement associés au diabéte de type 2 (227). Ces données sont consensuelles avec

une autre étude a plus grande échelle effectuée en Chine (228). Dans ce travail le lien entre la
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contamination par les PCB et le DT2 a été évalué aupres de 1006 paires cas-contrdle dans la
cohorte Dongfeng-Tongji, les résultats indiquent que tous les PCB étudiés sont positivement
associés au DT2. Durant cette étude, les auteurs mettent également en évidence que
I'association entre le PCB 153 et le DT2 serait non linéaire avec une forte augmentation du
risque au-dela d’une concentration de 0,076 ng/mL. La tendance positive entre la
contamination par les PCB et le risque de diabéte est également observée dans une large
population de 4498 volontaires agés de 18 a 80 ans résidant dans les régions de Wuhan ou
Zhuhai. Au sein de cette population, sept PCB, parmi lesquels les congénéres 118, 138 et 153
augmentaient le risque de souffrir de la pathologie que ce soit en approche monopolluant ou
en étudiant l‘effet de la coexposition au moyen de la méthode BKMR (229). Dans les travaux
de Tan et al. (2024), aucune association significative avec le DT2 n’était cependant mise en
évidence pour le PCB 180. L'absence d’association pour certains congénéres dans les études a
déja été rapportée plusieurs fois dans la littérature. Dans une population algérienne, seul le
PCB 153 était associé au DT2 tandis qu’aucune association n’a été mise en évidence pour les
PCB 138 et 180 (223). En Allemagne, Wolf et al., ont quant a eux rapporté que les PCB 138 et
153 étaient positivement associés au diabete tandis que le PCB 180 n’avait pas d’effet sur la
pathologie (222). En association avec d’autres polluants persistants, la coexposition simultanée
a plusieurs PCB et aux autres substances étudiées augmentait le risque DT2 (224). Certaines
différences entre les congénéres identifiés comme associés au diabete, pourraient venir de la
forte corrélation entre les concentrations des PCB. Cependant, certains auteurs ont rapporté
que la différence de structure entre les PCB pouvait influencer l'effet des différents congénéres
sur le risque de DT2. En effet, Gao et son équipe ont déclaré que les PCB étaient difféeremment
associés au diabete selon qu’ils présentent une structure dioxine-like ou non ce qui induirait
des mécanismes d’actions différents. En effet, les composés dioxine-like ont une affinité pour
les récepteurs aryl d’hydrocarbone (AhR) et pourraient agir via ces récepteurs, ce qui n’est pas
le cas des PCB non-dioxine-like (226). Il est difficile de conclure franchement sur I'impact des
PCB sur le diabéte pourtant les résultats de notre étude semblent indiquer une association
globalement positive entre I'exposition aux PCB et le DT2. Malgré les résultats contradictoires
rapportés dans la littérature, Gao et son équipe concluent qu’en tenant compte des

expériences in vitro et in vivo, I'exposition aux PCB est un facteur de risque du DT2 (226).

128



Chapitre 4 — Perturbateurs endocriniens et diabéte de type 2, étude épidémiologique en
population liégeoise

Dans notre étude, nous n’avons pas observé que des nPOP étaient liés a la pathologie avec
I'approche monopolluant. Les modéles multipolluants renforcent les effets observés jusqu’a
devenir statiguement significatifs pour plusieurs d’entre eux : un métabolite de pesticides

organophosphorés le DEP, et deux métabolites de phtalates le MEP et le 5-OH-MEHP.

Quelques scientifiques se sont intéressés au lien entre I'exposition chronique aux pesticides
organophosphorés avec le statut diabétique. La plupart des travaux portent sur des
populations exposées professionnellement et par conséquent exposées a des niveaux de
contamination bien différents de ce que nous pouvons retrouver dans la population générale.
Récemment, une équipe de chercheurs menée par Guo a investigué le lien entre la
contamination par les pesticides organophosphorés et le diabéte de type 2 dans une
population générale qui inclut les données de 6 593 participants de la cohorte américaine de
la National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES). Leur travail met en évidence
une association positive entre le DEP et le diabéte de type 2 lorsque l|'association est
investiguée en approche monopolluant, cependant cette relation diminue avec I'augmentation
des quartiles de contamination indiquant une possible tendance non monotone (230). Dans
cette étude, linvestigation des effets cocktails montre une relation positive entre les
concentrations en DAP et le DT2. Les modeles WQS et BKMR indiquent tous les deux que le
composé principal des modeles est le DEP. Nous I'avons expliqué en introduction de cette
thése, les DAP sont des métabolites des pesticides organophosphorés. Une étude chinoise a
déterminé les concentrations de 10 pesticides organophosphorés dans le plasma de 910
individus diabétiques de type 2, 910 individus souffrant de prédiabéte et 914 individus
contrdles provenant d’'une population vivant en zone rurale. Leurs résultats montrent que
plusieurs des pesticides étudiés sont individuellement associés au DT2 et que la coexposition
au mélange de ces composés montre une relation positive avec le statut diabétique (231). Une
méta-analyse publiée en 2023 a rapporté que I'exposition aux pesticides organophosphorés
était positivement associée au DT2 (232). Cependant, cette étude n’incluait que 5 publications
sur la thématique et ces travaux portaient sur des populations potentiellement exposées
professionnellement (agriculteurs et leur famille, etc.). Pour pouvoir conclure sur |'effet des
pesticides organophosphorés sur le diabéte, nous devons avoir a disposition plus d’études,
comme celle que nous avons réalisée, traitant de la problématique dans des populations non

exposées professionnellement.
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Deux métabolites des phtalates ont été associés positivement au DT2 dans nos investigations
statistiques multipolluants : le MEP un métabolite du diéthylphtalate et le 5-OH-MEHP un
métabolite du DEHP. Ces substances sont largement utilisées dans les biens de consommation
et plusieurs équipes de recherche ont investigué leur lien avec le DT2. Une étude portant sur
un total de 1 016 personnes agées de 70 ans a mis en évidence que plusieurs métabolites des
phtalates dont le MEP étaient positivement associés au DT2 (233). Deux ans plus tard, les
données portant sur les deux grandes cohortes américaines NHS et NHS |l rapportaient des
résultats divergents entre les deux études. Les résultats portant sur la cohorte NHS Il
indiquaient une association positive entre I'exposition aux métabolites des phtalates et le DT2
et plus particulierement pour les métabolites du DEHP (dont le 5-OH-MEHP), alors que ces
associations n’étaient pas mises en évidence dans la cohorte NHS (234). La population chinoise
est 'une des plus touchée par le DT2. Une étude transversale incluant 250 paires cas-controle
recrutées parmi les patients et les travailleurs de I'université et d’'un hoépital de Tianjin a mis
en évidence plusieurs associations entre I'exposition aux métabolites des phtalates et le statut
diabétique. Duan et son équipe ont notamment identifié le 5-OH-MEHP comme pouvant
favoriser le DT2 (235). Dans une autre étude incluant 206 paires cas-controle vivant dans le
sud de la Chine, les auteurs ont également mis en évidence que la coexposition a plusieurs
métabolites des phtalates était positivement associée au DT2. Ceux-ci identifient notamment
le 5-OH-MEHP parmi les composés les plus problématiques (236). En 2024, Wang et son
équipe ont souligné que le MEP et le 5-OH-MEHP étaient parmi les métabolites associés au
DT2 lors de I’évaluation de la coexposition a 64 métabolites des phtalates par les méthodes
WQS et BKMR. Leurs modeles ont mis en évidence une augmentation du risque global de
diabéte par I'exposition aux phtalates dans leur population de 200 personnes agées chinoises
(237). Notre étude indique une augmentation du risque de diabéte de type 2 en relation avec
la contamination par des métabolites du diéthylphtalate et du DEHP. Ces données concordent
globalement avec celles que nous avons retrouvées dans la littérature ou le MEP et les
métabolites du DEHP sont régulierement associés au DT2. Une méta-analyse réalisée en 2022
indique que le 5-OH-MEHP et, de facon générale, les métabolites du DEHP sont positivement
associés au DT2. Les auteurs mettent cependant en évidence |'absence d’association
significative pour le MEP (238). Nos données tendent a confirmer les conclusions de cette
étude qui indiquent une augmentation du risque de diabéte en lien avec I'exposition aux

phtalates et plus particulierement aux phtalates de haut poids moléculaire comme le DEHP.
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Dans notre étude, pour les autres composés urinaires, nous n‘avons pas mis en évidence
d’association significative avec la pathologie, cependant plusieurs autres études avaient déja
mis en évidences un lien entre le DT2 et la contamination par certains bisphénols (234,239—-

241) ou certains parabénes (183,242).

4.3.4.4 Analyse des résultats statistiques

Les mécanismes liant la contamination par les polluants environnementaux et le DT2 ne sont
pas completement élucidés. Néanmoins, les expérimentations in vivo chez I'animal et in vitro
montrent que les POP (y compris les PFAS et les PCB), les phtalates et les pesticides
organophosphorés peuvent altérer différents axes du métabolisme énergétique, comme
I'adipogenése et la glucogénése (243,244). La perturbation de ces deux axes pourrait favoriser
la survenue du DT2. Les mécanismes impliqueraient a la fois des récepteurs membranaires et
nucléaires (128). Les récepteurs PPAR a et y jouent un réle important dans le métabolisme
lipidique et énergétique, les études ont montré que ces récepteurs pourraient étre activés par
les phtalates, les PFAS ou encore les pesticides organophosphorés (128,245). L'activation du
récepteur AhR par certains PCB pourraient également avoir un impact sur le métabolisme
énergétique avec, entre autres, des effets génomiques (128,226). Certains phtalates, dont le
DEHP, perturberaient également le fonctionnement du transporteur GLUT 4 et sont, a travers
cette activité, capables d’affecter I'absorption du glucose dans les cellules hépatiques ou
musculaires (246). L'une des principales actions des pesticides organophosphorés est leur
action sur 'acétylcholinestérase. Cette enzyme est, entre autres, présente dans les cellules B
pancréatiques sécrétrices d’insuline. Elle permet d’hydrolyser I'acétylcholine un
neurotransmetteur impliqué dans la sécrétion d’insuline via les récepteurs muscariniques des
cellules B. Linhibition de cette enzyme par les OP perturbe donc la sécrétion d’insuline (247).
Enfin, la plupart des substances étudiées provoquent également une augmentation du stress
oxydatif dans I'organisme pouvant négativement impacter le fonctionnement des cellules
productrices d’insuline (128). Il serait vain de vouloir lister 'ensemble des mécanismes
d’interaction entre les polluants chimiques de I'environnement et le métabolisme du glucose
ou le DT2 dans le cadre de ce travail, mais les données expérimentales couplées aux résultats
d’études épidémiologiques indiquent un effet probable des PE sur le DT2. Il est intéressant de
souligner que certains polluants ont des cibles communes comme les récepteurs PPAR, cela

confirme I'importance d’évaluer I'effet cocktail lors des études épidémiologiques.
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Le design de I'étude, les caractéristiques de la population et d’autres facteurs peuvent
influencer les résultats obtenus et expliquer, du moins en partie, les discordances des résultats

observés entre les différentes études.

Les populations diabétiques et saines étudiées dans ce travail ne sont constituées que d’une
centaine d’individus chacune, ce qui peut s'accompagner d’une puissance statistique moindre
et de plus larges intervalles de confiance. Ensuite, du fait des difficultés rencontrées pour le
recrutement de la population contréle, nous n’avons pas apparié les cas selon le sexe. De ce
fait, il existe une disproportion certaine dans la répartition homme et femme entre nos deux
sous populations. Méme si elle n’est statistiguement pas significative (p-valeur > 0,05) et
méme si le sexe est introduit comme covariable dans tous les modeéles, cette différence peut
influencer les résultats. En effet, d’'une part le DT2 a une prévalence plus importante chez les
hommes que chez les femmes. D’autre part, le genre peut avoir un effet sur les niveaux de
contamination pour différents polluants en raison de paramétres physiologiques imputés au
sexe. Par exemple, les niveaux de contamination des PFAS sont en général moins élevés chez
les femmes en raison des menstruations (23,208). Notre population étant agée, nous ne
pouvons également exclure I'impact de la grossesse et de I'allaitement sur les concentrations
de plusieurs polluants persistants chez nos individus féminins (23). Pour les polluants mesurés
dans l'urine, ce sont les différences au niveau du mode de vie qui peuvent induire une
différence de contamination entre les deux sexes. Par exemple, l'utilisation plus fréquente de
produits cosmétiques chez les femmes peut favoriser I'exposition aux polluants contenus dans
ce type de produits tels que les parabénes (248,249). De plus, certaines études ont rapporté
des associations différentes au sein d’'une méme cohorte entre I'exposition a certains PFAS et
le DT2 en fonction du genre (218,250,251). Il aurait pu étre intéressant de réaliser nos analyses
statistiques en séparant hommes et femmes. Nous ne l'avons pas fait car, nous estimions,
gu’étant donné notre population relativement petite, cela aurait trop drastiqguement diminué
la puissance statistique (216). Il faut également noter qu’une partie de nos volontaires sains a
été recrutée parmi les donneurs de sang de la Croix-Rouge de Belgique. Or, donner son sang
peut diminuer les concentrations de certains polluants comme les PFAS (252). Notons
néanmoins que Gasiorowski et son équipe ont montré que la diminution des concentrations
des PFAS était plus importante chez les sujets qui donnent du plasma (toutes les six semaines)

par rapport aux volontaires qui donnent du sang complet (toutes les 12 semaines), chez ces
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derniers, aucun changement significatif de concentration n’est observé pour le PFHxS (253).
En Belgique, le don de sang total constitue deux tiers des dons faits a la Croix-Rouge, et la
fréquence de don est rarement aussi élevée que dans I'étude de Gasiorowski, le risque de biais
dans notre étude est donc limité (254). Il convient également de noter que, pour exclure un
diabete de type 2 chez nos volontaires sains, nous nous sommes basés sur I'absence de
diagnostic de diabéte et sur la valeur de 'HbA1lc (<6.5 %). Toutefois, le diabete de type 2 est
souvent précédé d’un long état de prédiabéte, caractérisé par des altérations du métabolisme
du glucose et une insulino-résistance déja présente. Le diagnostic de prédiabéete repose sur
une glycémie a jeun comprise entre 100 et 126 mg/dL ou une HbAlc située entre 5,7 % et 6,4
% (255). La médiane de 'HbAlc observée chez nos volontaires sains étant de 5,5 %, nous ne
pouvons exclure que certains présentent une légere altération du métabolisme glucidique.
Toutefois, seul un nombre restreint de volontaires non diabétiques présente une HbAlc
supérieure a 5,7 % (n =7), et aucun n’a une valeur supérieure a 5,9 %. L'impact potentiel de ce

biais semble donc limité.

Une limitation importante de notre étude est son caractere transversal. Cela induit plusieurs
difficultés. Premierement, la contamination mesurée dans les échantillons au moment du
recrutement ne correspond pas forcément a celle présente a la période ou la pathologie s’est
mise en place. D’autant plus que nous n’avons pas fixé de délai maximal entre le diagnostic du
diabéte et la participation a l'étude. Ceci est moins problématique pour les polluants
persistants, on peut raisonnablement estimer que la concentration de ceux-ci dans le sang est
stable ou, a tout le moins, fait I'objet d’'une diminution réguliére. En effet, on observe
globalement une diminution des concentrations mesurées dans la population pour le 4,4’-
DDE, les PCB ou les PFAS du fait des restrictions/interdictions et des campagnes de
sensibilisation de ces dernieres décennies. Des épisodes aigus d’exposition a ces polluants
durant les derniéres années sont donc peu probables (209). On peut donc raisonnablement
considérer que les concentrations en POP mesurées dans notre étude sont représentatives des

taux présents au moment du diagnostic de la maladie.

Par contre, certaines substances étudiées sont des composés dont la demi-vie biologique est
courte. La mesure de leurs concentrations dans un seul échantillon urinaire reflete la
contamination dans les quelques heures précédant le prélevement plutét que la concentration

a long terme. Par conséquent cela peut conduire a des associations positives fortuites ou a
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I'inverse, a I'absence d’association (161). Cependant, comme nous I'avons montré dans la
publication 3, aujourd’hui, des alternatives fiables pour mettre en évidence la contamination
par les polluants présentant une forte variabilité intra-individuelle ne sont pas encore
identifiées (249). Néanmoins, I'ajustement des concentrations des polluants urinaires par la
dilution urinaire comme appliqué dans notre étude et I'utilisation d’'une population
suffisamment grande permet de réduire, du moins en partie, I'impact de la variabilité intra-

individuelle de ce type de composés sur les analyses statistiques (164).

Le caractére transversal de cette étude ne permet pas d’exclure un lien de causalité inverse
entre la contamination et le statut diabétique (160). Des mécanismes biologiques en lien avec
le diabéte de type 2 ou des facteurs de risque de cette pathologie pourraient influencer les
concentrations de certains polluants en modifiant leur bioaccumulation ou leur élimination
(256). Ainsi, la diminution des concentrations de certains composés tels que les PCB ou le 4,4’-
DDE est plus faible chez les individus diabétiques que chez les volontaires sains (256,257).
Certaines caractéristiques des populations peuvent expliquer cette tendance. Par exemple, un
IMC supérieur chez les individus diabétiques, comme observé dans notre étude, pourrait
diminuer I’élimination des POP. Certains auteurs suggérent également que I'obésité affecte le
fonctionnement des cytochrome P450 et conduit a une diminution des capacités de
métabolisations des xénobiotiques chez les individus obéses (258). Des changements dans les
habitudes provoquées par le diagnostic du DT2 (notamment le changement de régime
alimentaire) peuvent également impacter les concentrations des polluants (259). De plus,
comme discuté ci-dessus, la prescription de médicaments hypocholestérolémiants peut

exercer une influence sur les concentrations observées pour certains polluants.

Le diabéte exerce également une influence sur la fonction rénale et donc sur I'élimination des
polluants. La néphropathie diabétique est I'une des principales causes d'insuffisance rénale
(260). Cette complication présente plusieurs stades : en premier lieu, on observe un état
d'hyperfiltration glomérulaire. Survient ensuite une néphropathie latente caractérisée par une
microalbuminurie réversible qui, si elle n'est pas prévenue, conduira au stade ultime de
I'insuffisance rénale irréversible (260,261). De nombreux patients diabétiques présentent
également une diminution du débit de filtration glomérulaire (DFG) sans protéinurie (261). Par
conséquent, I'état de la fonction rénale chez les patients diabétiques peut avoir divers effets

en fonction du type d'atteinte rénale. Lors du stade de I'hyperfiltration, 'augmentation du DFG
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peut accroitre la quantité de polluants éliminés. En revanche, la diminution du DFG peut
conduire a la réduction de l'excrétion des polluants et mener a I'augmentation de leurs
concentrations sanguines (262). Au-dela d'un certain stade d’insuffisance rénale, le tissu rénal
se dégrade et des phénomenes de passage de protéines dans l'urine s'ajoutent a la
modification du DFG. Deux types d'atteintes du tissu rénal peuvent influencer la cinétique des
polluants. Premierement, les atteintes du tissu glomérulaire vont conduire a la macro-
protéinurie et au passage de protéines comme l'albumine dans les urines, ce qui est I'une des
complications fréquentes du diabéete de type 2. Le corps tubulaire peut également se dégrader.
Ce dernier est également impliqué dans la sécrétion et la réabsorption de certains polluants,
modulées par des transporteurs saturables (263). Il est donc normal de se demander dans
guelle mesure les altérations de la fonction rénale peuvent influencer les concentrations des
polluants. Par exemple, les PFAS semblent avoir une relation suivant une courbe en U inversé
entre leurs concentrations sériques et les atteintes de la fonction rénale (263). Aux premiers
stades de l'atteinte rénale, les concentrations sanguines des PFAS augmentent du fait de la
diminution du DFG. Dans les stades plus avancés, I'albuminurie va favoriser I'élimination du
fait de la fixation de ces composés sur cette protéine. Cette hypothése est confirmée par les
données obtenues dans la cohorte NHANES, au sein de laquelle une corrélation négative entre
le rapport albuminurie/créatinine urinaire et les concentrations sériques des PFAS a été
rapportée (264). Cette association se renforce proportionnellement au stade de I'insuffisance
rénale, indiquant, selon les auteurs, une augmentation de I'élimination des PFAS en lien avec
leur liaison a I'albumine. Dans notre étude, pour les 66 patients diabétiques pour lesquels nous
avons retrouvé une valeur numérique de I'albuminurie dans le dossier médical, nous avons
testé les corrélations entre la concentration sérique des différents PFAS et I'albuminurie. Seule
I'association entre le PFOS total et le rapport albuminurie/créatinine urinaire était significative
(r=-0,222 ; p-value = 0,0397). Pour les PFAS, on peut également observer des altérations de
leur sécrétion et de leur réabsorption dues aux atteintes tubulaires. En effet, ces molécules
sont a la fois sécrétées et réabsorbées au niveau tubulaire par les transporteurs d'anions
organiques (OAT) (263,264). Les atteintes tubulaires peuvent donc également modifier
I’élimination des polluants dans les urines. L'état complet de la fonction rénale, en considérant
le DFG, la protéinurie et les atteintes tubulaires, devrait étre pris en compte dans les études

épidémiologiques. Malheureusement, bien que certaines données aient été disponibles dans
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le dossier médical des patients diabétiques, nous n'avons pas évalué la fonction rénale des

volontaires non diabétiques et n'avons donc pas pu l'inclure dans nos analyses.

Dans nos travaux, nous avons comparé différentes méthodes d'ajustement des concentrations
de polluants urinaires. Nous avons d'emblée écarté |'utilisation de I'osmolalité ou de la gravité
spécifique en raison du biais que la présence de glucose dans les urines chez les patients
diabétiques peut induire sur ces méthodes. Nous avons choisi d'utiliser la standardisation
ajustée par covariables basée sur la créatinine urinaire, car celle-ci semble plus adaptée dans
le cas du diabéte (183). Cette méthode permet de tenir compte en partie de facteurs
individuels associés a la valeur de la créatinine, tels que I'lMC, I'age et le sexe, mais pourrait
étre enrichie en intégrant d'autres parametres comme les habitudes alimentaires (182,183).
Cependant, |'ajustement par des méthodes basées sur la créatinine pourrait également étre
biaisé par les parametres inhérents a la fonction rénale des volontaires. La créatinine urinaire
provient principalement, comme nous l'avons expliqué, de la clairance de la créatinine
plasmatique, mais aussi en partie d'une sécrétion tubulaire qui peut considérablement
influencer la valeur mesurée de la créatinine urinaire chez des sujets souffrant de
néphropathies protéinuriques, comme c'est souvent le cas chez les individus diabétiques
(265). Cela plaide pour une inadéquation de I'ajustement des concentrations mesurées des
polluants par la créatinine urinaire ou ses modeles dérivés. Néanmoins, a I'heure actuelle,
cette méthode reste celle préconisée par rapport a la gravité spécifique ou I'osmolalité (183).
Une alternative a ces méthodes pourrait se trouver dans I'adaptation des concentrations
urinaires par la cystatine C, produite de facon constante par les noyaux cellulaires et filtrée

librement sans sécrétion tubulaire (265).

Un autre facteur pourrait influencer les concentrations de polluants mesurées dans le sérum
et l'urine : la consommation de médicaments par les volontaires. Que les sujets soient
diabétiques ou non, la prise de certains médicaments, par exemple des statines, peut,
influencer le taux de lipides sérique, altérant ainsi la cinétique des polluants lipophiles dans
I'organisme (266). Par ailleurs, I'administration d’inhibiteurs de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine (IECA) ou de diurétiques, fréquemment utilisés chez les patients diabétiques,
peut modifier la fonction rénale, réduisant la clairance rénale des polluants excrétés par voie
urinaire (267-269). Ces interactions pharmacocinétiques également observées pour de

nombreux autres médicament suggérent que les traitements médicamenteux pourraient
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biaiser les niveaux mesurés de polluants (270). Bien sir, la liste des médicaments pouvant
influencer les concentrations des polluants dans l'organisme est longue. La collecte
systématique des données sur les traitements médicamenteux des volontaires permettrait
d’ajuster les modeles statistiques, d’atténuer ce biais potentiel, et d’affiner I'interprétation de

I'exposition réelle dans les études épidémiologiques.

Comme discuté dans l'introduction de ce chapitre, les études épidémiologiques sont toutes
soumises a des limitations et le protocole parfait n’existe pas (méme pour les études
longitudinales). Déterminer avec certitude le poids de la pollution environnementale sur la
rapide augmentation de l'incidence du diabéte passe donc par la réalisation de multiples
études épidémiologiques impliquant des populations différentes a travers le monde. Notre
travail s’inscrit dans cette démarche et viendra s’ajouter a la somme des données existantes.
La grande force de notre étude et son originalité est la prise en compte de |'effet cocktail. Nous
avons mesuré dans le sang et |'urine la contamination par un grand nombre de polluants
différents issus de familles chimiques différentes. De nouveau, nos efforts sont imparfaits. Si
le panel de composés mesurés et étudiés dans notre travail est certainement I'un des plus
larges actuellement dans la littérature pour le diabéte de type 2, en raison de moyens et de
temps limités, nous n‘avons pas exploré certaines familles de polluants potentiellement liés au
DT2 comme les retardateurs de flamme bromés, les pyréthrinoides, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques, etc. Le choix des méthodes statistiques et la facon dont nous les
avons utilisées et/ou paramétrées peuvent également étre discutés. Par exemple, La
réalisation d’un directed acyclic graph (DAG), un outil permettant de visualiser les relations
causales supposées entre différentes variables, aurait pu nous aider a mieux identifier les
facteurs de confusion a inclure dans les modeles, et ainsi affiner les analyses statistiques
(271,272). En tenant compte des parametres discutés précédemment, le DAG aurait pu étre
représenté sous la forme montrée a la figure 24. Celle-ci met en évidence des rétroactions,
plus difficiles a modéliser, qui nécessitent des méthodes statistiques spécifiques avancées
(273,274). Ces rétroactions montrent néanmoins une limitation de notre étude et devraient
étre prises en compte dans de futurs travaux, ainsi que d'autres covariables potentielles. Les
biais liés a différents facteurs de notre recherche pourraient étre partiellement atténués par
une étude prospective, incluant le recrutement de volontaires diabétiques ou non avec une

fonction rénale saine, ainsi que de contréles traités par statines.

137



Chapitre 4 — Perturbateurs endocriniens et diabéte de type 2, étude épidémiologique en
population liégeoise

Antécedents fam. DT2
Activité Physique

Consommation d'alcool

Exposition |-
>

Fonction rénale —~— <
— Niveau d'éducation

Statut tabagique <

Figure 24 : DAG de I'étude incluant la fonction rénale et les médicaments (DAGitty)

De plus, nombreuses méthodes statistiques destinées a explorer I'effet cocktail existent dans
la littérature, nous en avons choisi deux, qui, si elles présentent chacune des faiblesses, nous
paraissaient complémentaires, ce qui gomme en partie ces faiblesses. La méthode WQS est
relativement performante méme sur un petit jeu de données, facile a interpréter et n’est pas
sensible aux outliers puisque les données sont catégorisées en quantiles, mais cette méthode
ne permet pas de mettre en évidence des effets non monotones ou des interactions non
additives entre polluants. La méthode BKMR est, quant a elle, plus difficile a modéliser et a
interpréter. Notamment, nous avons da appliquer une transformation logarithmique sur nos
données avant de les centrer et réduire, car la méthode est sensible a la normalité et la
dispersion des données. Lidentification des molécules importantes dans le modele BKMR est
également délicat, nous avons choisi d’utiliser un seuil de 0,5 pour les PIP mais ce seuil, bien
gue couramment employé dans la littérature (205,275-277), est un choix quelque peu
arbitraire qui, a notre connaissance, n'a jamais démontré étre le meilleur choix. Néanmoins,
la méthode BKMR permet de mettre en évidence des associations non monotones et
d’éventuelles interactions non additives entre les composants du cocktail. Nous pensons donc,
gu’actuellement, la combinaison de ces deux méthodes est un outil statistique performant

pour étudier I'effet cocktail.
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4.3.5 Conclusion

Notre étude cas-témoins s’ajoute a I'ensemble de la littérature investiguant les associations
entre les perturbateurs endocriniens et le DT2. Nous avons observé que l'ajustement des
concentrations des polluants sériques pouvait avoir un impact significatif sur les résultats.
Différents composés ont été identifiés pour leur lien avec le statut diabétique, suggérant une
augmentation du risque de diabéete en fonction de leur concentration : plusieurs PCB, le 4,4'-
DDE, le PFHxS, le DEP, ainsi que deux métabolites des phtalates, le MEP et le 5-OH-MEHP.
Linvestigation de l'effet cocktail au moyen des méthodes WQS et BKMR nous a permis de
mettre en évidence I'association positive entre la coexposition simultanée a plusieurs polluants
et le DT2. Nos résultats démontrent l'importance de ne pas se limiter a I'approche
monopolluant et d'évaluer les effets cocktails sur le DT2 en incluant notamment des
substances de profils toxicocinétiques différents. Or, l'effet conjoint de I'exposition aux

polluants environnementaux est encore peu étudié dans la littérature.

Malgré les limitations liées a la taille de I'échantillon et au caractére transversal de I'étude,
notre travail contribue a la compréhension des effets des polluants environnementaux sur le
DT2. Il souligne la nécessité de poursuivre les travaux de recherche pour évaluer les risques
associés a l'exposition aux polluants environnementaux en incluant : de plus larges
populations, un design prospectif, un plus grand nombre de substances et la prise en compte
d’un maximum de parametres pouvant influencer les concentrations de certains polluants que

nous avons discutés dans ce travail.
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Etablir un lien de causalité entre le DT2 et les perturbateurs endocriniens au moyen d'une
seule étude épidémiologique est impossible. Ainsi, la mise en évidence du lien potentiel entre
I'augmentation de l'incidence du DT2 et la contamination par les polluants chimiques de
I'environnement suspectés d’étre perturbateurs endocriniens est un processus complexe qui
repose sur l'accumulation de données in vitro, in vivo chez I'animal et épidémiologiques,
obtenues au moyen de méthodologies robustes. Dans ce travail, nous avons voulu contribuer
a cette thématique en se focalisant sur deux aspects principaux : d’'une part, nous avons
cherché a optimiser la facon de déterminer I'exposition aux composés non persistants et
deuxiemement, nos efforts ont porté sur I'évaluation de I'effet de la coexposition simultanée

a plusieurs substances différentes sur I'incidence du DT2.

A travers notre travail de revue de la littérature sur la pollution et le DT2 (chapitre 1.4) présenté
dans la publication 1, nous avons réalisé que de nombreuses substances incriminées pour leur
action sur le métabolisme glucidique sont des polluants dont la demi-vie biologique est courte
et donc des polluants non persistants. Lune des principales limitations des études
épidémiologiques visant a mettre en évidence un lien entre ce type de substances et un effet
sur la santé est la difficulté, en I'état actuel des connaissances scientifiques, a évaluer
correctement la contamination au long terme pour ce type de composés. En effet, la littérature
montre que pour de nombreux polluants non persistants, la concentration mesurée dans un
seul échantillon urinaire, dans un pool de multiples préléevements ou méme dans des urines
de 24 heures ne permet pas représenter correctement la contamination au long terme. Nous
avons débuté nos travaux par l'investigation d’'une solution pour mettre en évidence la

contamination chronique par les polluants non persistants.

Nous avons choisi d’investiguer I'utilisation du cheveu comme matrice pour le dosage de ces
polluants environnementaux. Cette matrice, utilisée depuis de nombreuses années en
toxicologie médico-légale et clinique, posséde la particularité de pouvoir fixer les
xénobiotiques pour une longue durée et permettrait d’évaluer I'exposition a plus long terme
(167). Le laboratoire ne disposant pas encore de méthode analytique pour le dosage des
polluants non persistants dans les cheveux, notre premiéere contribution a été I'adaptation et
la validation d’'une méthode analytique permettant de doser simultanément trois parabénes,
deux bisphénols et huit PFAS dans les cheveux. Etant donné qu’aucune étude n’avait encore

mesuré les niveaux de contamination de ces polluants dans les cheveux d’une population
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vivant en région liégeoise, nous avons échantillonné 114 individus, sans exposition
professionnelle particuliére, recrutés en Province de Liege. Ce travail a permis de mettre en
évidence que les PFAS étaient trés peu détectés. Seul le PFOA a été quantifié dans 46,4 % des
échantillons capillaires et ce, malgré une sensibilité de la méthode adaptée aux concentrations
gue I'on pouvait attendre dans notre population sur base des données de la littérature (173).
En revanche, plus de 90 % des volontaires présentaient des quantités mesurables de BPS et
BPA dans leurs cheveux et les parabénes ont été mesurés dans 54,8 % a 94,7 % des
échantillons. Nous n’avons pas mis en évidence de différences des niveaux de contamination
pour les différents polluants en fonction des parameétres étudiés comme la longueur des
cheveux ou l'application de traitements capillaires (coloration/décoloration). Nous avons
cependant identifié une différence entre les hommes et les femmes principalement pour le
PrP. Les concentrations en parabénes mesurées dans certains échantillons présentaient des
valeurs extrémes, jusqu’a 100 fois la valeur de la médiane observée dans la population. Ces
fortes contaminations sont probablement dues a ['utilisation de produits cosmétiques
capillaires tels que des cires ou des gels contenant ce type de molécules. Cela montre
également que les procédures de décontamination classiques ne suffisent pas toujours a
éliminer toute la contamination externe pouvant dés lors biaiser les résultats obtenus, ce qui

est un premier frein a l'utilisation de cette matrice.

Afin d’évaluer la pertinence de l'utilisation du cheveu pour le biomonitoring de polluants
environnementaux, il est également indispensable de savoir dans quelle mesure le cheveu
refléte effectivement la contamination interne de l'organisme. A cet effet, nous avons étudié
la relation entre les concentrations retrouvées dans le cheveu avec celles que I'on retrouve
dans les matrices habituellement utilisées pour évaluer la contamination des organismes par
les xénobiotiques : l'urine et le sérum. Pour ce faire, nous avons mesuré chez 30 volontaires
les concentrations de plusieurs composés persistants (8 PFAS et 6 PCB) dans les échantillons
sériques et capillaires, et de certains polluants non persistants (2 bisphénols et 3 parabénes)
dans les échantillons d’urine et de cheveux. Nous avons comparé le profil de contamination
par famille entre les différentes matrices. Il est ainsi apparu que, le PCB 153 était a la fois le
PCB prédominant dans les cheveux et dans le sérum. Parmi les parabénes, le PrP est le
composé le moins souvent mesuré dans les deux matrices et le MP le composé prédominant.

Pour les bisphénols et les PFAS, les profils de contamination différaient fortement entre les
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matrices. Ensuite, nous avons employé trois méthodes statistiques différentes pour évaluer les
corrélations entre les matrices et I'accord entre les niveaux de contamination mesurés dans
celles-ci. Nos résultats ont montré que les niveaux de contamination n’étaient comparables
que pour le PCB 180 (un PCB hautement substitué par des atomes de chlore) et certains
parabénes (principalement I'EP, et le PrP dans une moindre mesure). Nous nous attendions a
I'absence de corrélation entre les matrices pour les bisphénols du fait de la forte variabilité
intra-individuelle des concentrations urinaires et de la différence entre la fenétre d’exposition
couverte entre le cheveu et un échantillon urinaire. En revanche, I'absence de corrélation et
les faibles fréquences de détection pour certains composés comme les PFAS étaient plus
surprenantes. En général, on considere que l'incorporation des polluants dans le cheveu
depuis le sang est principalement influencée par la concentration du composé et le temps de
contact entre les deux matrices (171,278). D’une part, les PFAS ont été mesurés dans un grand
nombre d’échantillons sériques des participants de I'étude, avec des concentrations largement
supérieures a celles des PCB par exemple. D’autre part, ces substances appartenant a la
catégorie des polluants persistants, les concentrations sanguines de ces polluants diminuent
lentement ce qui devrait permettre aux polluants de s’incorporer dans le cheveu. Les faibles
fréquences de détection pour ce type de composés, ainsi que I'absence de corrélation entre
les matrices pour le PFOA nous font penser que d’autres parameétres que la concentration et
le temps de contact impactent significativement l'incorporation des polluants dans les
cheveux. Par exemple, comme nous I'avons déja abordé dans nos travaux, les PFAS sont des
molécules fortement liées aux protéines plasmatiques (279). Cette affinité pourrait limiter leur

transfert vers la racine capillaire.

Actuellement, le cheveu constitue une approche élégante pour le biomonitoring, offrant de
nombreux avantages. Le caractére non invasif du prélevement des échantillons permet
effectivement de toucher un public plus large en incluant par exemple les enfants (167,168).
L'effet mémoire de cette matrice devrait en théorie permettre de mettre en évidence la
contamination sur plusieurs semaines, plusieurs mois, voire sur plusieurs années. On devrait
ainsi obtenir une réduction de la variabilité intra-individuelle pour certains nPOP. Fays et al.
(2022) ont mis en évidence une meilleure reproductibilité entre des dosages répétés de
plusieurs polluants dans les cheveux de 16 volontaires par rapport a la variabilité observée

dans les échantillons urinaires. Dans leur étude, I'lCC du BPS pour les concentrations établies
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dans les cheveux était de plus 0,60 contre moins de 0,20 pour les concentrations mesurées
dans I'urine (165). Le cheveu pourrait donc, théoriquement, étre utilisé pour I'investigation de
relations entre la contamination par les polluants environnementaux et leurs effets sur la
santé. C’est ainsi que certains auteurs ont mis en évidence plusieurs associations entre les

niveaux de contamination dans le cheveu et les risques cardiovasculaires ou I'obésité (280).

Cependant, de nombreuses limitations affectent l'usage du cheveu. Tout d’abord, la
contamination externe représente un défi de taille dans I'utilisation de cette matrice, puisque
les procédures de décontamination ne permettent pas d’éliminer totalement et exclusivement
la contamination externe provenant notamment des poussiéres de I'environnement, des
produits de soins capillaires ou d’'une incorporation a partir des glandes sébacées (171). Nous
avons d’ailleurs montré, dans notre premiére étude sur le cheveu, que cette limitation pouvait
entrainer des conséquences directes sur les concentrations observées pour plusieurs
parabénes. Plusieurs solutions pourraient étre envisagées pour pallier ce probleme, comme la
mesure des métabolites de composés dans cette matrice. Différents métabolites des phtalates
ont été retrouvés dans les échantillons capillaires de 100 femmes grecques, ce qui permet de
mettre directement en lien les concentrations capillaires avec la contamination interne de
I'organisme (281). Néanmoins, d’autres difficultés apparaissent en mesurant les métabolites
plutét que le composé parent. Les propriétés physico-chimiques des polluants sont
influencées par la métabolisation, ce qui entraine des conséquences sur leur incorporation
dans les cheveux. Ainsi, les métabolites sont potentiellement moins incorporés dans les
cheveux, car ils sont éliminés rapidement et sont moins lipophiles que les composés parents
(282). De plus, mesurer le composé parent permet de déterminer directement les
concentrations du composé qui est généralement la forme active dans l'organisme. Par
exemple, on estime que pour les bisphénols, la glucuro- ou la sulfoconjugaison de la molécule
mére diminue drastiquement les effets perturbateurs endocriniens de la molécule (53). La
mesure directe du polluant pourrait ainsi étre plus adaptée d’un point de vue toxicologique.
La solution a la problématique de la contamination externe viendra peut-étre de méthodes
permettant de différencier directement la localisation des concentrations des polluants dans
le cheveu afin d’établir la provenance de la contamination, interne ou externe. Par exemple,

en 2019, Erne et al. ont proposé une méthode basée sur la désorption laser permettant de
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différencier si les xénobiotiques avaient été incorporés depuis le sang ou s’il s'agissait de

contamination externe adsorbée dans les structures superficielles du cheveu (283).

A ce jour, une autre limitation importante de la matrice capillaire est I'absence de controéles de
qualité commerciaux pour le dosage de polluants environnementaux dans le cheveu, ce qui ne
permet pas de garantir la justesse des méthodes analytiques. Afin de valider les séries
d’analyses, les scientifiques ont recours a des échantillons spikés en présence ou non de
matrice « blanche ». Cependant, I'analyse d’une matrice blanche apres I'ajout a posteriori et
externe de concentrations connues de molécules d’intérét ne permet pas de représenter
parfaitement le processus d’extraction de composés présents a l'intérieur de la matrice,

I'exactitude de la méthode analytique n’est donc pas parfaitement garantie.

Au total, les limitations actuelles, tant du point de vue de l'incorporation des polluants
environnementaux dans cette matrice, de la contamination externe que du manque de

matériel de référence, dépassent, selon nous, les avantages du cheveu dans le biomonitoring.

Ainsi, dans la derniére partie de cette thése, nous avons mesuré les concentrations sériques
et urinaires de polluants dans une population de patients diabétiques (de type 2) et une
cohorte contréle. Nos travaux ont mis en évidence que plusieurs polluants, principalement des
polluants persistants, étaient individuellement associés a un risque accru de diabete de type
2. Cependant, I'un des objectifs principaux de notre travail était de mettre en évidence I'effet
cocktail des polluants sur le diabéte. La réalité de l'action additive ou synergique de la
coexposition simultanée a plusieurs polluants environnementaux est bien documentée. Pour
le diabéte par exemple, comme nous |'avons discuté précédemment, certaines molécules
agissent sur des cibles communes dans l'organisme comme les récepteurs PPAR, leurs effets
vont alors probablement s’additionner. Les xénobiotiques peuvent également produire des
effets sur un systéme endocrinien par des voies physiologiques différentes (perturbation de la
structure ou de la physiologie des cellules B productrices d’insuline, augmentation du stress
oxydatif, etc.), des effets synergiques sont alors a craindre. Il est donc important de ne pas se
limiter a une approche statistique polluant par polluant. Cependant, les données liant
I'exposition aux cocktails de polluants avec le DT2 sont encore peu nombreuses et seules
guelgues études ont investigué cette question se focalisant généralement uniqguement sur une
famille de substances chimiques. Ces derniéres années, de nombreux progres ont été faits afin

de mettre en place des méthodes statistiques robustes pour évaluer I'effet de la coexposition
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a différents polluants. Ainsi, les scientifiques ont aujourd’hui a leur disposition un certain
nombre de méthodes statistiques permettant d’évaluer I'action synergique des PE (284). Nous
avons dans un premier temps utilisé la méthode WQS. Développée en 2015, celle-ci permet
d’évaluer l'effet d’'un mélange de polluants et d’identifier les composés de plus grande
importance au sein de ce mélange. Cette méthode a été utilisée de nombreuses fois dans la
littérature, ce qui nous permet de bénéficier d’'une documentation fournie ainsi que d’une
méthodologie bien décrite. Au moyen de cette méthode, nous avons mis en évidence que les
mélanges des polluants sériques, des polluants urinaires et de tous les polluants étaient
positivement associés au diabéte de type 2 et nous avons également pu identifier plusieurs
« bad actors » parmi les polluants étudiés. Cependant, cette méthode ne permet de répondre
gu’en partie a l'investigation de la toxicité des PE, en effet, elle ne permet de mettre en
évidence que des associations monotones et des interactions additives unidirectionnelles
entre les polluants. Afin de compléter I'investigation des effets de la coexposition aux PE sur le
diabete de type 2, nous avons utilisé une autre méthode, la méthode BKMR. Celle-ci nous a
permis de mettre en évidence que le mélange de polluants sériques et le cocktail de tous les
polluants étaient associés au statut diabétique. Cependant, en comparaison a la méthode
WQS, les modeéles bayésiens sont plus compliqués a mettre en place et a interpréter. Cela se
traduit d’ailleurs dans la littérature, si de nombreux auteurs ont déja eu recours a la méthode
BKMR pour explorer les liens entre exposition a une pollution et marqueurs de santé, la facon
de préparer les données en amont de I'analyse, de paramétrer le modéle ou de présenter les
résultats est loin d’étre consensuelle. Par exemple, certains auteurs appliquent une
transformation logarithmique sur les données (276,285,286), d’autres les centrent et réduisent
uniguement (205) et d’autres encore (comme nous) appliquent une combinaison de ces deux
méthodes (287-289). Afin de pallier les problemes de la colinéarité entre les polluants, il est
recommandé de grouper certains polluants entre eux. Mais la sélection des groupes est ici
aussi encore effectuée différemment en fonction des études, certains intégrent tous les
polluants séparément dans leurs modeles (275), d’autres se basent sur les familles chimiques
(290,291) et certains, comme nous l'avons fait, établissent les groupes en fonction d’un seuil
de corrélation (ce seuil pouvant également varier d’'une étude a l'autre) entre les polluants
(205,287,289). Linterprétation des résultats n’est pas encore non plus totalement définie,
notamment concernant I'interprétation des PIP qui permettent d’identifier les composés les

plus importants dans les modeéles statistiques comme nous l'avons discuté au chapitre 4.1.4.3.
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Comme nous l'avons mentionné a plusieurs reprises, les données épidémiologiques issues de
la littérature sont souvent contradictoires et il est deés lors difficile d'en tirer des conclusions
définitives. La puissance des résultats nait de la diversité des études : si des résultats similaires
sont obtenus dans différentes populations et avec différents designs d’étude, cela renforcera
les conclusions sur I'impact ou non des PE sur le diabéete de type 2. S’il faut diversifier les
designs et les populations étudiées, mettre en place une certaine harmonisation entre les
études pour certains parametres est néanmoins souhaitable. Nous avons déja mentionné plus
haut le fait que la méthode statistique BKMR était employée de facon parfois tres différente
selon les auteurs mais il est également nécessaire de standardiser la fagon de prendre en
compte les facteurs confondants dans les études. Par exemple, nous avons vu que I'ajustement
des méthodes de dosage peut avoir un effet significatif sur les résultats observés. Dans notre
étude, nous avons comparé plusieurs méthodes d’ajustement des concentrations par la
créatinine pour les polluants urinaires et par les lipides totaux pour les polluants sériques.
Nous avons ainsi mis en évidence que les méthodes d’ajustement avaient un impact significatif
sur certains résultats, ce qui est confirmé par plusieurs auteurs dans la littérature (183,185).
Dés lors, une harmonisation des méthodes a utiliser entre les études serait bénéfique. De la
méme maniere, nous constatons que les études n’incluent pas toutes les méme covariables.
En effet, certains auteurs n'intégrent qu'un faible nombre de covariables dans les modeles
statistiques, ce qui complique la comparaison des résultats des différentes études. Nous
pensons qu’il est nécessaire d’inclure dans les modeles les covariables reconnues comme
facteurs de risque de la pathologie. A cette fin, les représentations graphiques comme les DAG,
réalisées avec la collaboration d’équipes interdisciplinaires qualifiées, devraient étre utilisées

de maniére systématique (271,272).

Une harmonisation des protocoles a I'’échelle nationale, voire continentale favoriserait donc
une diminution de la variabilité entre études et permettrait une meilleure comparaison des
études entre elles. Une vision a long terme et un dialogue entre les acteurs dans différents
pays sont nécessaires. Ces derniéres années, le programme HBMA4EU, qui a pris fin en juin
2022, a grandement contribué a I’harmonisation des méthodes de biomonitoring et a une
mise en commun des données portant sur le biomonitoring humain de polluants
environnementaux entre 24 pays membres de I'Union Européenne et 4 pays extérieurs.

L'utilisation du biomonitoring humain n’a pas encore atteint son plein potentiel pour faciliter
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une approche intégrée dans la mise en évidence du risque lié a la contamination chimique.
Heureusement, cet effort va se poursuivre grace au développement du programme «
Partnership for the Assessment of Risks From Chemicals » (PARC) (292,293). Ce programme,
qui comprend des acteurs de la toxicologie environnementale de 29 pays, vise a développer
une approche commune au niveau européen pour I'évaluation de la toxicité des polluants
environnementaux. Il fournit notamment des lignes directrices pour les différentes limitations,
gue ce soit au niveau du biomonitoring, de I'évaluation des risques liés a I'exposition aux
polluants environnementaux, de I'évaluation des effets cocktails, et met a disposition des
scientifiques de nouveaux outils pour mettre en évidence la toxicité des substances chimiques.
L'un des autres objectifs de cette initiative est de rendre les données épidémiologiques plus
accessibles et standardisées entre les pays européens (« Findable, Accessible, Interoperable
and Reusable »). Grace a de telles initiatives, nous pouvons espérer une standardisation des
données épidémiologiques, ce qui permettrait de fournir des résultats robustes et faciliter la
comparaison entre les différentes études (293). In fine, cela permettrait aux scientifiques de
tirer des conclusions plus concrétes concernant I'incidence de I'exposition aux PE sur 'THomme

et notamment sur le lien entre PE et DT2.
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Les travaux qui font I'objet de cette thése nous ont permis de répondre en partie aux questions
gue nous avions fixées dans nos objectifs portant sur I'étude de I'impact des perturbateurs

endocriniens sur I'incidence du DT2, mais de nombreuses interrogations subsistent.

Par exemple, nous avons mis en lumiere certaines limitations liées a I'utilisation du cheveu
comme matrice. Pour surmonter ces difficultés, il sera nécessaire de réaliser des études
impliquant un grand nombre d’échantillons et des approches statistiques différentes. Pour les
polluants non persistants, il faudrait tenter de corréler les niveaux de contamination calculés
au moyen de plusieurs prélévements collectés chez un méme individu (au lieu d’'un
prélevement ponctuel) avec la concentration capillaire. La validation de méthodes efficaces et
standardisées pour la décontamination des échantillons de cheveu constituerait un progres
majeur qui favoriserait I'emploi de cette matrice. Enfin, la mise en place d’un programme de
contrOoles de qualité permettant une meilleure reproductibilité des résultats entre les

laboratoires est également nécessaire.

Pour certaines familles de polluants comme les POP, le prélevement sanguin apparait toujours
comme la matrice la plus adaptée. Le probléme majeur de cette matrice est le caractére invasif
du prélevement pouvant diminuer la participation aux études et augmenter les co(ts de celles-
ci du fait du besoin d’'un personnel habilité pour réaliser le prélevement. Pour diminuer
I'impact du caractére invasif du prélevement, des avancées récentes ont été faites dans
I'utilisation de dispositifs comme les « volumetric absorptive microsamplers » (VAMS) ou
d’autres dispositifs de préléevement sur goutte de sang séchée (Capitainer®B) qui évitent le
recours a la prise de sang (294,295). Le dosage de polluants environnementaux devra étre
validé sur ce type de matériels. Pour les nPOP, la variabilité intra-individuelle des
concentrations urinaires de ces composés ou de leurs métabolites rend difficile I'évaluation de
la contamination au long terme par ces substances, et comme nous l'avons discuté peut biaiser
les résultats des analyses statistiques. Nous avons investigué plusieurs méthodes d’ajustement
des concentrations urinaire qui permettrait de diminuer en partie cette variabilité. Cependant,
a lavenir, il serait également opportun de considérer l'utilisation de méthodes de
normalisation post-acquisition des données comme la « quality control based robust LOESS
signal correction », la « MS total useful signal » et « probalistic quotient normalization » pour
réduire I'impact de la variabilité des concentrations. En effet, 'utilisation de telles méthodes,

combinée a l'ajustement de la dilution pré-acquisition (comme |'ajustement par la créatinine
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urinaire), a montré une meilleure correction de la variabilité intra-individuelle par rapport a

['utilisation des méthodes pré-acquisition seules (296).

Lors de nos investigations pour explorer |'effet cocktail, nous avons employé deux méthodes
statistiques différentes (les méthodes WQS et BKMR). Notre choix s’est porté sur ces deux
outils car ils nous semblent complémentaires. Néanmoins, ces deux méthodes ne sont pas les
seules disponibles et de nombreux auteurs ont choisi d’utiliser d’autres approches. Méme
parmi les utilisateurs des modeles BKMR, il existe une grande variété dans la paramétrisation
des modeles et dans la présentation et l'interprétation des résultats. Une certaine
homogénéisation des méthodes statistiques utilisées pour explorer l'effet cocktail nous semble
donc souhaitable. Cependant, nous nous réjouissons que ce genre d’évolution soit I'un des
objectifs du projet PARC visant au développement et a 'homogénéisation des méthodologies
pour évaluer I'impact des polluants environnementaux et notamment de la coexposition aux

mélanges de polluants (293).

Nos travaux nous ont permis de mettre en évidence au sein de notre population, I'impact
possible de plusieurs polluants de I'environnement sur l'incidence du diabéte de type 2.
Cependant, en tant que professionnels de santé, nous pouvons également nous demander
qguel est I'impact des perturbateurs endocriniens sur la physiopathologie du diabete, sur
I'efficacité du traitement ou sur les complications de cette pathologie. Cette question est
d’autant plus importante qu’elle pourrait potentiellement influencer directement la qualité de
vie des patients. Les données sur cette thématique sont peu nombreuses. On a par exemple
montré chez la souris que le PFOS pouvait interagir avec les mécanismes améliorant la
tolérance au glucose et perturber le mode d’action de la metformine, I'un des médicaments
les plus utilisés dans le traitement du DT2 (297). Certains PE comme les PFAS et les phtalates,
peuvent interagir avec les récepteurs PPAR. Dans le traitement du DT2, ces récepteurs sont la
cible des glitazones, une famille de molécules qui visent a diminuer la résistance a 'insuline et
a améliorer le profil lipidique chez le patient (298). On peut donc se demander dans quelle
mesure les PE interagissant avec ces récepteurs peuvent compromettre l'efficacité des
glitazones. Les polluants qui agissent sur les récepteurs PPAR pourraient également perturber
I'efficacité d’'une autre catégorie de médicament : les fibrates. Ces molécules, utilisées dans le

traitement de I'hyperlipidémie, interagissent avec le récepteur PPAR a.
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Dans le but d’améliorer la qualité de vie des patients, il est également nécessaire de
s’interroger sur la fagon dont les PE peuvent compliquer le tableau clinique de la pathologie.
Une étude a mis en évidence le lien entre I'exposition a plusieurs phtalates et une
augmentation du stress oxydatif, des niveaux d’adiponectine ainsi que ceux des cytokines
inflammatoires chez des patients diabétiques. Ces parameétres peuvent avoir un effet délétere
sur les patients, tant sur la physiopathologie du diabéte que sur les complications de la
pathologie (299). Une autre étude a révélé que I'exposition aux phtalates, chez une petite
cohorte de 42 patients diabétiques, était associée a une augmentation des taux
d’hémoglobine glyquée. Cette détérioration est un indicateur d'un contréle glycémique
insuffisant chez ces patients, cela pourrait donc traduire une diminution de l'efficacité des
traitements ou une accentuation des phénomenes physiopathologiques de la maladie (300).
Lexposition a certains polluants organochlorés a également été associée aux complications
neuropathiques chez 242 patients diabétiques de la cohorte américaine NHANES (301). Enfin,
certains auteurs ont rapporté qu’une diminution de I'exposition aux perturbateurs
endocriniens pourrait améliorer le controle glycémique et I'insulino-résistance (276). Diminuer
I'exposition aux PE pourrait donc avoir un impact sur l'incidence du DT2 mais également se
montrer bénéfique pour les malades en favorisant l'efficacité des traitements et/ou en

diminuant la survenue de complications (276).

Nos investigations en collaboration avec le Service de Diabétologie du CHU de Liége pourraient
étre le point de départ d’études plus ambitieuses. Bien que nous ayons bénéficié d'un nombre
non négligeable d’échantillons et que nous nous appuyons sur des modeéles statistiques
robustes, le caractere transversal de I'étude exclut toute interprétation de causalité entre les
données obtenues et le diabéte de type 2. Ainsi, le suivi de cette cohorte sur le long terme
pourrait nous fournir des informations pertinentes sur [limpact des polluants
environnementaux sur la physiopathologie du DT2. Cependant, une limitation importante de
I'étude est que notre population est constituée uniquement d’individus adultes alors que
comme nous l'avons abordé en introduction, le DT2 est une pathologie qui pourrait résulter,
du moins en partie, d’une programmation métabolique initiée bien plus t6t dans la vie, voire
des la période foetale. Cette hypothése s’appuie sur le concept de la DOHaD, selon lequel des
expositions précoces, en particulier durant la grossesse, la petite enfance ou la puberté,

peuvent perturber durablement le métabolisme, I'homéostasie glucidique, et le
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développement des tissus sensibles a I'insuline (foie, tissu adipeux, pancréas) (154,302).
Plusieurs études expérimentales ont ainsi démontré que I'exposition in utero a certains PE tels
qgue les bisphénols, les phtalates ou les dioxines peut induire une altération de la
programmation des cellules B-pancréatiques, une résistance a l'insuline, ou encore une
dérégulation du métabolisme glucidique, favorisant le diabéte a I'age adulte (141,303). Le fait
gue notre population soit composée uniquement d'adultes nous empéche de détecter les
étapes initiales d'un processus pathologique, ce qui limite notre capacité a identifier les
relations de cause a effet et ne met en évidence que I'effet final. Pour pallier cette limite, il
serait pertinent de mettre en place des études longitudinales prospectives, démarrant dés la
vie in utero voir pré conceptionnelle, avec un suivi répété des expositions environnementales,
de la croissance, de paramétres métaboliques et de marqueurs précoces de diabéte ou
d’insulino-résistance. Ce type d’études, comme celles sur la cohorte de naissance européennes

HELIX offrent une méthodologie intéressante pour explorer ces enjeux (304,305).

La toxicologie environnementale est un domaine en constante évolution, ol de nouveaux
outils, issus des sciences -omiques, de l'intelligence artificielle (IA), offrent des perspectives

complémentaires pour affiner I'évaluation des effets des polluants.

Les approches -omiques (métabolomique, protéomique, transcriptomique, etc.) permettent
aujourd’hui d’explorer de maniére systémique les perturbations biologiques induites par des
expositions chimiques, en identifiant des signatures moléculaires précoces liées a des
modifications physiopathologiques (306—308). Ces outils sont particulierement adaptés a
I'étude des PE qui exercent souvent des effets subtils, multifactoriels, et a faible dose. Par
exemple, des travaux ont montré que I'exposition au bisphénol A pouvait altérer de maniére
mesurable le profil métabolomique, suggérant un effet biologique méme en l'absence de

pathologie manifeste (309).

L'essor de I'lA et des technologies dérivées constituera une avancée majeure pour analyser les
vastes jeux de données générés par les technologies -omiques (310). L'IA permet d’identifier
des modeles d’association complexes, de réaliser des classifications, ou encore de prédire la
toxicité de molécules a partir de leurs propriétés chimiques et biologiques (311). En
combinaison avec les données -omiques, elle facilite la détection de nouveaux biomarqueurs
d’exposition ou de susceptibilité, et permet de mieux comprendre les effets des polluants ou

des mélanges de polluants (140,312).
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Ces outils peuvent également enrichir la modélisation mécanistique des effets des polluants
au travers du cadre des Adverse Outcome Pathways (AOP). Les AOP visent a décrire les
enchainements causaux entre un événement moléculaire initial (par exemple, I'interaction
avec un récepteur nucléaire) et une issue clinique défavorable, telle que I'apparition d’'un DT2.
Dans ce contexte, I'lA peut étre mobilisée pour structurer et automatiser la construction d’AOP

a partir de données in silico, expérimentales, -omiques ou épidémiologiques (311,313).

Notre étude épidémiologique apporte une contribution essentielle dans ce domaine en
continuelle évolution. En identifiant, par des modéles statistiques robustes et
complémentaires comme utilisé dans nos travaux, des associations entre I'exposition a divers
polluants et le statut diabétique de volontaires, elle fournit des données populationnelles
concrétes qui pourraient permettre de confirmer ou d’orienter les hypotheses mécanistiques
générées par d’autres approches. Les données épidémiologiques peuvent ainsi servir de base
de validation pour les signatures identifiées par les approches -omiques, ou contribuer a
nourrir des modeéles d’IA cherchant a prédire le risque pathologique a partir de profils

d’exposition (314,315).

A I'avenir, une intégration plus poussée de données multi-niveaux, allant des modeéles in silico
et in vitro jusqu’aux données épidémiologiques, pourrait conduire a une toxicologie
environnementale plus intégrée, mécanistique et prédictive. Dans cette approche, les études
épidémiologiques comme la ndtre conservent une place centrale, en ancrant les avancées

technologiques dans des observations cliniques réelles au sein de la population.
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L'objectif de cette thése était de contribuer a I'étude de l'incidence des produits a effets
perturbateurs endocriniens sur le diabéete de type 2. Pour atteindre cet objectif, nous avions
identifié plusieurs questions auxquelles nous pouvons maintenant apporter des éléments de

réponse.

Alors que le nombre de substances chimiques présentes dans I'environnement augmente
depuis la fin de la Seconde Guerre mondiale, I'incidence du diabéte de type 2 est également
en forte augmentation et I'age d’apparition de cette pathologie diminue. Parallelement, de
plus en plus de données in vitro et in vivo chez I'animal indiquent un effet des polluants de
I'environnement dans la physiopathologie du diabéte de type 2. Notre synthese d’une partie
des données de la littérature concernant la thématique nous a permis de constater que
certaines substances incriminées pour leur lien avec le DT2 étaient des composés rapidement

métabolisés dits non persistants.

La premiere question qui se posait concernait le type de prélevement a utiliser pour établir la

contamination par les différents polluants.

Nous avons débuté nos travaux par la mise au point d’'une méthode analytique permettant le
dosage simultané de plusieurs polluants environnementaux dans le cheveu : huit PFAS, deux
bisphénols et trois parabenes. Les performances de cette méthode ont été validées selon les
critéres de la Société Francaise des Sciences et Techniques (172,198-200). Les limites de
quantification sont comprises entre 0,2 et 10 pg/mg et correspondent aux concentrations
attendues dans une population générale d’apres les données de la littérature. Cette méthode
d’analyse ne nécessite qu’un nombre réduit d’étapes d’extraction et est donc applicable a un
grand nombre d’échantillons. Aucune valeur de référence n’étant disponible pour les
concentrations de ces polluants dans les cheveux d’une population vivant en Province de Liége,
nous avons utilisé notre méthode pour réaliser un biomonitoring en utilisant les échantillons
capillaires de 114 volontaires sans exposition professionnelle et vivant en région liégeoise.

Cette étude a fourni les résultats suivants :

e Le BPA et le BPS ont été détectés dans 93,9 % et 97,4 % des échantillons ;
e Parmi les parabénes, le composé prédominant était le MP quantifié dans 94,7 % des

échantillons devant I'EP (66,7 %) et le PrP (54,8 %) ;
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e Concernant les PFAS, seul le PFOA a été quantifié dans un nombre significatif
d’échantillons (46,4 % des échantillons), les autres PFAS n’ont été détectés que dans un

faible nombre d’échantillons.

Nous avons comparé ces résultats avec les concentrations capillaires mesurées dans d’autres
cohortes et il apparait que la contamination de notre population est similaire a ce qui est

observé dans d’autres populations issues de pays européens.

Nous avons ensuite voulu mettre en évidence dans quelle mesure les concentrations
retrouvées dans le cheveu sont en lien avec la contamination interne que l'on évalue, en
général, en utilisant le sang pour les composés persistants et 'urine pour les polluants non

persistants.

Pour répondre a cette question, nous avons mesuré les concentrations de huit PFAS et de six
PCB dans les cheveux et dans le sérum de 30 volontaires. Chaque volontaire a également fourni
un échantillon urinaire, nous permettant d’y mesurer les niveaux de contamination de deux
bisphénols et trois parabéenes afin de les comparer avec les concentrations retrouvées dans les

cheveux. A travers cette étude, nous avons observé que :

e Le profil de contamination des PFAS, des PCB et des bisphénols différait fortement
entre les matrices ;

e ['étude statistique de la corrélation des concentrations entre les matrices nous a
montré que les informations fournies par les différentes matrices n’étaient similaires

gue pour le PCB 180 et certains parabenes (EP et PrP).

Linvestigation de la distribution des polluants entre les matrices de référence (l'urine et le
sérum) et les cheveux nous montre que les informations fournies sont sensiblement
différentes méme pour les substances appartenant a une méme famille. Pour le biomonitoring
des PFAS et des PCB, la matrice la plus appropriée semble étre le sérum. Par rapport au cheveu,
les PFAS sont bien plus détectés dans le sérum et cette matrice représente la contamination
interne. Pour les polluants non persistants, les distributions différaient largement entre les
matrices pour les bisphénols tandis que les informations fournies par les cheveux et I'urine
pour les parabenes semblaient correspondre. Cependant, les limitations de la matrice cheveux
ne nous permettent pas de garantir la fiabilité des résultats. C’est pourquoi, nous avons choisi

de travailler sur des échantillons urinaires pour notre étude sur le diabéte de type 2.
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Pour répondre a la question de I'association entre PE et DT2, nous avons réalisé une étude
épidémiologique incluant 105 patients diabétiques, recrutés avec l'aide du Service de
Diabétologie du CHU de Liege entre 2020 et 2021. Parallelement, nous avons recruté 98
volontaires sains parmi les donneurs de sang de la Croix Rouge de Belgique et le personnel de
I’'Université ou du CHU de Liege. Dans les échantillons sériques, nous avons mesuré les
concentrations de plusieurs PFAS, PCB et du 4,4’-DDE. Les échantillons urinaires nous ont
permis de doser des bisphénols, des parabénes, des métabolites des phtalates, la BP-3, le TCS
et les métabolites des OP. Nous avons analysé les méthodes d’ajustement des concentrations
sanguines et urinaires des polluants par rapport aux lipides sériques et a la dilution urinaire.
Une fois les méthodes d’ajustement les plus adaptées déterminées, nous avons évalué
I'association entre les concentrations des polluants mesurés dans notre étude et le statut
diabétique. Nous avons mis en évidence que plusieurs polluants : les PCB 118, 138, 153, 156,
167, 180, le PFHxS et le 4,4’-DDE étaient significativement et individuellement associés au

statut diabétique.

Nous avons ensuite tenté d’évaluer I'effet des associations entre les PE. Pour les 19 composés
mesurés dans plus de 75 % des échantillons de notre population, en plus des modeéles
monopolluants, nous avons appliqué deux approches permettant de mettre en évidence
I'impact de la coexposition sur le statut diabétique, a savoir la régression WQS et la méthode
BKMR. Ces méthodes permettent toutes deux d’évaluer I'effet global du mélange de polluants
et d’identifier dans ce mélange les substances qui ont une plus grande importance dans le
modeéle statistique. Par rapport a la régression WQS, la méthode BKMR permet en outre de
mettre en évidence d’éventuelles relations non monotones et interactions entre les polluants.
Nous avons pu mettre en évidence que la contamination par les mélanges de polluants était
positivement associée au statut diabétique. Les polluants persistants ayant le plus d’'impact
dans les modeéles sont le PFHXS et le PFOS total, le 4,4’-DDE et certains PCB (les congéneéres
118, 138, 180), ceci rejoint les constats que nous avions faits avec les analyses monopolluants.
Par contre, plusieurs polluants urinaires ont également été mis en évidence pour leur
importance dans les modeles multipolluants : le DEP, le 5-OH-MEHP et le MEP, ce qui n’était
pas le cas lorsqu’ils ont été étudiés individuellement. Les associations observées lors de
I'investigation de la coexposition indiqueraient que I'association de plusieurs substances peut

mener a des effets toxiques. Cela démontre d’un point de vue épidémiologique I'impact des
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effets cocktails sur le DT2 et la nécessité de ne pas se restreindre a I'approche monopolluant

dans les études épidémiologiques.

Au total, notre étude indique avec un niveau de confiance élevé que le PFHxS, le 4,4’-DDE, les
PCB 118, 138, 153, 156, 180, le DEP, le MEP et le 5-OH-MEHP sont positivement associés au
DT2. A travers notre travail, nous mettons en évidence non seulement I'importance de prendre
en compte I'impact de la coexposition aux mélanges de polluants mais également de réaliser

des modeles incluant des polluants de familles chimiques différentes.

Plus de cing décennies se sont écoulées depuis que les premiers scientifiques ont mis en
évidence I'impact des polluants environnementaux sur le systeme endocrinien. Depuis, les
connaissances scientifiques ont grandement évolué et les effets des perturbateurs
endocriniens sont bien documentés. Cependant, des manquements persistent. Par exemple,
a ce jour, il n'existe toujours pas de classification officielle des perturbateurs endocriniens.
Certains auteurs ont recommandé la mise en place d’une classification du risque d’effets
perturbateurs endocriniens semblable a celle établie pour les substances cancérigénes. Les
substances seraient réparties en quatre catégories selon le niveau de preuve de leur toxicité :
la classe 1 regrouperait celles dont la toxicité a été observée in vivo chez I'Homme, la classe 2
comprendrait les substances toxiques in vivo chez I'animal et in vitro sur des cellules humaines,
la classe 3 inclurait les molécules dont la toxicité est démontrée in vivo chez I'animal, et la
classe 4 concernerait les composés présentant une toxicité in vitro sur des cellules humaines
(316). Létablissement d’une classification officielle pour les perturbateurs endocriniens

constituerait une avancée dans la reconnaissance de leur toxicité.

Bien que les récentes actualités médiatiques, notamment celles concernant la pollution
environnementale par les PFAS, aient sensibilisé la population wallonne a la problématique
des perturbateurs endocriniens, une grande partie de la population belge reste encore
indifférente a cette question. Au début de la décennie, en Belgique, une étude des Mutualités
Libres révélait que 48 % de la population belge n'avait jamais entendu parler des perturbateurs
endocriniens et que 60 % en ignorait I'impact sur la santé (317). Les scientifiques ont ici un
réle crucial a jouer : vulgariser les résultats de leurs recherches et sensibiliser les populations
les plus vulnérables, comme les femmes enceintes. Dans cette optique, nous pouvons saluer
I'initiative de certains hépitaux liégeois qui organisent des ateliers de prévention sur les risques

des perturbateurs endocriniens destinés directement aux patientes enceintes (318).
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Chapitre 7 — Conclusion

En 2025, alors qu’un président ouvertement climatosceptique et insensible a la question de |a
santé environnementale démolit les uns aprés les autres les institutions de recherche et les
financements scientifiques et censure la science, il est légitime de se demander quel impact
auront nos travaux de recherche dans le monde de demain. Pourtant, le travail des
scientifiques qui ont décidé de mettre leur temps, leur énergie, leurs connaissances au service
de la santé environnementale est crucial car, parmi les neufs limites planétaires établies en
2009, six auraient été dépassées en 2023 (319). Ces limites planétaires représentent les seuils
gue I'humanité ne devrait pas dépasser pour ne pas compromettre les conditions de vie sur
Terre. Celles-ci couvrent des thématiques variées : le changement climatique, I'érosion de la
diversité, la perturbation des cycles géochimiques de I'azote et du phosphore, le changement
d’usage des sols, le cycle de I'eau douce, I'acidification des océans, I'appauvrissement de
I'ozone stratosphérique, 'augmentation des aérosols dans I'atmospheére et I'introduction de
nouvelles entités dans la biosphére (320). La définition de cette derniere limite (nouvelles
entités dans la biosphére) correspond a la quantité de composés anthropogenes introduits sur
la Planéte Terre incluant : les substances chimiques synthétiques dont les micropolluants, les
PE et les polluants organiques. Le rapport publié dans Science Advances en 2023, indique que
cette limite a déja été dépassée (319). Chaque contribution scientifique, chaque nouvelle
donnée générée mais également chaque action individuelle est essentielle pour tenter de
réduire I'impact des polluants chimiques sur les organismes vivants et de préserver la vie dans

les années a venir. Avec ce travail, j'ai le sentiment d’avoir modestement contribué a cet effort.
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Annexe 1 : Analyses monovariées.

Annexe 1.1: Comparaison des fréquences de détection pour les polluants urinaires

dichotomisés

Diabétiques Volontaires sains

Polluant n (%) n (%) P-value
BP3 Détecté 64 (64,0) 61 (63,5) 0.946
Non détecté 36 (36,0) 35 (36,5) ’
BPA Détecté 42 (42,0) 35(36,1) 0.395
Non détecté 58 (58,0) 62 (63,9) ’
BPF Détecté 67 (68,4) 56 (60,0) 0.24
Non détecté 31(31,6) 37(39,9) ’
EP Détecté 41 (43,2) 53 (58,2) 0.04
Non détecté 54 (56,8) 38 (41,8) ’
MEHP Détecté 47 (47,0) 45 (46,9) 0.986
Non détecté 53 (53,0) 51 (53,1) ’
Prp Détecté 19 (19,0) 24 (25,0) 031
Non détecté 81 (81,0) 72 (75,0) ’
cx-MiNP Détecté 72 (75,0) 61 (64,2) 0.104
Non détecté 24 (25,0) 34 (35,8) ’

Annexe 1.2: Comparaison des fréquences de détection pour les polluants sériques

dichotomisés

Diabétiques Volontaires sains

Polluant n (%) n(%) P-value
PCB105 Détecté 44 (41,9) 34 (35,4) 0346
Non détecté 61 (58,1) 62 (64,6) ’
PCB 114 Détecté 66 (62,9) 60 (62,5) 0.958
Non détecté 39 (37,1) 36 (37,5) ’
PCB 157 Détecté 24 (22,9) 17 (17,7) 0365
Non détecté 81(77,1) 79 (82,3) ’
PCB 167 Détecté 61 (58,1) 37 (38,5) 0.005
Non détecté 44 (41,9) 59 (61,5) ’
PFDA Détecté 62 (59,0) 72 (75,8) 0.011
Non détecté 43 (41,0) 23 (24,2) !
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Annexe 1.3 : Comparaison des concentrations urinaires des polluants mesurés dans plus de 70
% des échantillons, les concentrations sont exprimées en concentrations ajustées par le CAS.

Composés LoQ Total Diabéte Contrdles P-Value
%>L0Q Médiane %>LOQ Médiane %>LOQ Médiane

Bisphénols & triclosan (ug/L)

BPS 0,09 70,5 0,470 72,3 0,603 68,0 0,354 0,124

Dialkyls phosphates (ug/L)

DEP 0,50 91,9 2,64 93,1 2,72 89,8 2,60 0,420

DMTP 0,50 74,7 2,44 723 1,18 76,5 1,10 0,739

Parabens (pg/L)

MP 0,79 89,2 3,59 84,2 3,24 86,73 4,27 0,0919

Phtalates (pg/L)

MEP 0,94 100 24,22 100 26,8 100 22,6 0,212

MnBP 0,99 99,0 15,43 99,0 15,7 96,9 15,2 0,881

MiBP 1,23 93,9 20,70 95,0 9,40 90,8 10,6 0,708

5-oxo-MEHP 0,13 99,5 2,09 100 2,12 96,9 2,07 0,877

5-OH-MEHP 0,16 100 3,53 100 3,58 96,9 3,33 0,682

MBzP 0,61 82,7 2,23 81,0 2,07 85,6 2,35 0,853

Annexe 1.4 : Comparaison des concentrations entre les patients diabétiques et les volontaires
sains. Les concentrations des PFAS sont présentées sous forme volumétriques et les
concentrations des PCB sont présentées en pg/g de lipides.

Composés LOQ Total Diabétes Controles P-value
%>L0Q Meédiane %>LOQ Médiane %>LOQ Médiane
PFAS (ng/mL)

PFHxS 0,10 96,5 0,67 98,1 0,705 91,8 0,642 0,083
PFOA 0,50 90,5 1,03 88,6 1,03 89,8 1,01 0,479
PFNA 0,10 95,5 0,36 95,2 0,35 92,9 0,38 0,191
PFOS total 0,50 99,5 5,67 99,1 5,70 96,9 560 0,858
PFOS linéaire 0,50 97,5 2,54 96,2 2,15 95,9 2,86 0,026
PFDA 0,10 67,0 0,13 59,1 0,12 73,5 0,16 0,010

PCB et 4,4’-DDE (pg/g lip.)
PCB 118 - 82,6 6,09 81,9 6,86 83,3 5,15 0,063
PCB 153 - 99,5 63,0 99,1 75,8 100,0 48,6 <0,001
PCB 138 - 99,5 35,5 99,1 41,3 100,0 27,9 <0,001
PCB 156 - 95,0 6,92 96,2 8,38 93,8 5,55 <0,001
PCB 180 - 99,5 61,4 99,1 71,8 100 53,1 <0,001
4,4’-DDE - 99,5 143 99,1 119 100 64,3 <0,001
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Annexe 2 : résultats complets des modeles WQS

Annexe 2.1 : WQS sur le mélange incluant les polluants urinaires

2.1.1 Modele paramétré en non négatif :

Résumé du modeéle :

OR SE.OR 95% CI P-value
Intercept 0,000325 12,8 0,000-0,048 0,002
Age 1,04 1,03 0,985-1,09 0,163
Sexe 4,87 1,66 1,79-13,2 0,002
IMC 1,28 1,06 1,15-1,43 <0,001
Antécédents de diabéte familial 4,88 1,58 1,99-11,9 <0,001
Education 0,414 1,22 0,280-0,612 <0,001
Statut Tabagique 5,01 1,90 1,43-17,6 0,012
Consommation d’alcool 0,25 1,68 0,091-0,69 0,007
Activité Physique 0,567 1,58 0,231-1,39 0,217
Indice WQS 1,97 1,4 1,01-3,83 0,045
AIC: 152,91 152,37

Poids des polluants dans le modeéle

Polluant Poids moyen Ecart type des poids
DEP 0,394 0,222
MEP 0,249 0,218
5-OH-MEHP 0,123 0,138
MnBP 0,0829 0,118
MBzP 0,0676 0,0997
MP 0,0528 0,0949
5-oxo-MEHP 0,0153 0,0473
MiBP 0,0151 0,0515
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2.1.2 Modeéle paramétré en non positif

Résumé du modeéle :

OR SE OR 95 % ClI P-value

Intercept 0,000938 12,3 0,000-0,128 0,005
Age 1,04 1,03 0,987-1,09 0,151
Sexe 3,92 1,64 1,48-10,3 0,006
IMC 1,28 1,06 1,15-1,43 <0,001
Antécédents de diabéte familial 4,82 1,57 1,99-11,7 <0,001
Education 0,431 1,21 0,297-0,626 <0,001
Statut Tabagique 4,35 1,89 1,25-15,1 0,021
Consommation d’alcool 0,257 1,66 0,096-0,692 0,007
Activité Physique 0,533 1,57 0,220-1,29 0,163
Indice WQS 1,03 1,39 0,540-1,97 0,927
AIC: 157,04
Poids les polluants dans le modeéle :

Polluant Poids moyen Ecart type des poids

MiBP 0,350 0,280

MP 0,169 0,172

5-oxo-MEHP 0,135 0,160

MnBP 0,0933 0,117

MBzP 0,0901 0,123

MEP 0,0656 0,0911

5-OH-MEHP 0,0531 0,0657

DEP 0,0438 0,0516
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Annexe 2.2 WQS sur le mélange incluant les polluants sériques

Résumé du modeéle :

Odds Ratio SE,OR OR95 % CI P-value
Intercept 0,00108 11 0,000-0,120 0,004
Age 0,996 1,03 0,941-1,05 0,9
Sexe 2,22 1,61 0,878-5,63 0,092
IMC 1,31 1,06 1,17-1,46 <0,001
Antécédents de diabete familial 4,06 1,56 1,69-9,74 0,002
Education 0,434 1,21 0,298-0,633 <0,001
Statut Tabagique 4,44 1,86 1,32-14,93 0,016
Consommation d’alcool 0,346 1,63 0,132-0,905 0,031
Activité Physique 0,319 1,6 0,127-0,801 0,015
Indice WQS 4,22 1,49 1,92-9,23 <0,001
AIC : 155,89

Poids des polluants dans le modele :

Polluant Poids moyen Ecart-type des poids
PFHxS 0,228 0,146
PCB 180 0,206 0,171
4,4'-DDE 0,167 0,135
PCB 118 0,143 0,141
PFOS total 0,0697 0,105
PCB 138 0,0528 0,121
PCB 156 0,0495 0,107
PFOA 0,0440 0,0771
PCB 153 0,0335 0,0880
PFOS linéaire 0,00537 0,0277
PFNA 0,00276 0,0229
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Annexe 2.3 : WQS sur le mélange incluant 'ensemble des polluants

Résumé du modeéle

Odds Ratio SE.OR 95 % Cl P-value
Intercept 0,00224 13,4 0,000-0,365 0,019
Age 0,982 1,03 0,923-1,045 0,567
Sexe 4,97 1,73 1,69-14,6 0,004
IMC 1,27 1,06 1,13-1,43 <0,001
Antécédents de diabéte familial 3,94 1,63 1,51-10,3 0,005
Education 0,355 1,26 0,227 -0,556 <0,001
Statut Tabagique 7,05 2,04 1,74-28,6 0,006
Consommation d’alcool 0,226 1,77 0,074-0,694 0,009
Activité Physique 0,445 1,66 0,164-1,21 0,112
waQs 8,95 1,79 2,85-28,1 <0,001
AIC: 161,8751

Poids des polluants dans le modele

Polluant Poids moyen Ecart-type des poids
DEP 0,147 0,0987
4,4’-DDE 0,137 0,107
PCB 180 0,115 0,115
PFHxS 0,101 0,102
PCB 118 0,0992 0,105
PFOS total 0,0985 0,103
MEP 0,0596 0,0725
5-OH-MEHP 0,0542 0,0760
PFOA 0,0451 0,0630
MP 0,0323 0,0494
PCB 156 0,0286 0,0622
MnBP 0,0268 0,0476
PCB153 0,0233 0,0516
PCB138 0,0206 0,0735
MBzP 0,00627 0,0199
5-oxo-MEHP  0,00369 0,0166
MiBP 0,00214 0,0108
PFOS linéaire 0,000355 0,00256
PFNA 0,000179 0,00155
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Annexe 3 : BKMR pour les composés non persistants

Annexe 3.1 : Réponses individuelles pour le modéle BKMR incluant les polluants urinaires

MEP MnBP MiBP

5.OH-MEHP 5.0x0-MEHP MBzP
2 -
— 1 7
N
=0 -_—
-
MP DEP £ 0 2 t
2 -
"
0 B
-
2 0 2 4 > 0 2 4

Concentrations centrées réduites et Ln transformées

Annexe 3.2 : PIP pour le modéle BKMR incluant les polluants urinaires

Groupe

Polluant d'inclusion Groupe PIP  cond PiP

MP 5 0,534

MEP 6 0,667

MnBP 7 0,578

MiBP 8 0,437

5-oxo-MEHP 9 0,528 0,493
5-OH-MEHP 9 0,528 0,507
MBzP 10 0,475

DEP 11 0,439

202



Annexes

Annexe 3.3: Interactions entre les polluants pour le modéle BKMR incluant les polluants

urinaires
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